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Listeria monocytogenes on ympäristöbakteeri, jonka pääsyä elintarviketuotantolaitoksiin 
on lähes mahdotonta aukottomasti kontrolloida. Elintarviketeollisuudelle tämä bakteeri 
on ongelmallinen torjuttava, koska se kykenee elämään ja lisääntymään vaihtelevissa 
olosuhteissa. Tyypillisiä riskielintarvikkeita L. monocytogenes -bakteerien suhteen ovat 
useat elintarvikkeet, joita ei kuumenneta. Elintarviketeollisuus joutuu jatkuvasti 
panostamaan L. monocytogenes -bakteerien kasvunestoon ja ennakoivaan torjuntaan, 
sillä L. monocytogenes -bakteerit voivat saastuttamansa elintarvikkeen välityksellä 
aiheuttaa ihmiselle listerioosia.  
 
Tässä pro gradu -tutkielmassa tutustuttiin syihin, jotka johtavat siihen, että L. 
monocytogenes -bakteerit muodostavat biofilmiä erilaisille pintarakenteille, biofilmin 
muodostusmekanismeihin ja L. monocytogenes -bakteereissa esiintyviin geeneihin, joilla 
uskotaan olevan yhteys biofilmin muodostukseen. Lisäksi tutkielmassa esitellään 
bakteerien välisen kommunikoinnin (quorum sensing) taustoja. 
 
Tutkielman ensimmäisessä osiossa etsittiin Steel plate -menetelmällä biofilmin 
muodostuksen suhteen hyviä ja heikkoja L. monocytogenes -kantoja käyttäen kahta eri 
elatusainepitoisuutta. Kantojen välillä havaittiin selkeitä eroja biofilmin 
muodostuskyvyssä ruostumattomalle teräspinnalle. Tutkimuksen perusteella voidaan 
sanoa, että 10 % elatusainepitoisuudessa kasvaneet bakteerit muodostivat 
systemaattisesti vähemmän biofilmiä ruostumattomalle teräspinnalle kuin 100 % 
elatusainepitoisuudessa kasvaneet kannat.  
 
Pro gradu tutkielman toisessa osiossa tutkittiin biofilmin muodostukseen liittyvän BapL 
(Biofilm associated protein) -geenin esiintymistä tutkituissa L. monocytogenes -
kannoissa. Positiivinen tulos vaatii kahden PCR-tuotteen monistumista (919 ja 343 
emäsparia). Tutkituista 24 L. monocytogenes -kannasta vain yksi osoittautui selkeästi 
BapL-geeni positiiviseksi. Positiivinen tulos vaati kahden PCR -tuotteen monistumista 
(919 ja 343 emäsparia). Lisäksi voitiin osoittaa yksi L. monocytogenes -kanta, joilla oli 
monistunut vain toinen kahdesta PCR -tuotteesta. Tämän tuloksen perusteella kyseistä 
kantaa ei voitu varmuudella osoittaa BapL -positiiviseksi. 
 
Tutkielman kolmannessa osiossa tutkittiin bakteerien keskinäistä kommunikaatiota 
(quorum sensing) Vibrio-testillä. Tutkimusprotokollaa ei kuitenkaan saatu toimimaan, 
joten ennakko-oletusta siitä, että niin sanotuilla hyvillä biofilminmuodostajakannoilla 
olisi parempi kommunikointikyky, ei voitu todistaa. Tämän tutkimusmenetelmän 
kehittäminen vaatii jatkotutkimuksia ja muutoksia tutkimusprotokollaan, joihin tämän 
pro gradu -tutkielman puitteissa ei ollut enää mahdollisuutta.  
 
  
UNIVERSITY OF EAST FINLAND, Faculty of Science and Forestry 
Bioscience 
Degree Programme in Nutrition and Food Biotechnology 
KUOKKANEN ANNAKAISU M.: Biofilm formation of Listeria monocytogenes  
Masters Thesis, 53 p 
Supervisors: Atte von Wright and Paula Hyvönen 
May 2012 
 
 
Keywords: Listeria monocytogenes, biofilm, BapL, quorum sensing  
 
 
Listeria monocytogenes is an environmental bacterium which is nearly impossible to 
prevent from entering into food processing facilities. The bacterium is problematic for 
food industry because of its ability to live and reproduce in varying conditions. 
Especially groceries manufactured without heating are at high risk of being 
contaminated by L. monocytogenes. Hence, food industry is constantly trying to prevent 
the bacteria from growing because food contaminated by L. monocytogenes can cause 
listeriosis for humans.  
 
In this master’s thesis, one focus of interest is to find reasons for Listeria monocytogenes 
to form biofilm on different types of surfaces. The mechanism of the formation of 
biofilm, and genes that are believed to be involved with the formation of biofilm in 
Listeria monocytogenes are also studied. In addition, the background of quorum sensing 
is introduced in this thesis. 
 
L. monocytogenes strains with good and poor biofilm forming abilities were studied in 
the first part of the research. This was done by using the Steel Plate Method with two 
different growth medium concentrations. Distinct differences in the formation of biofilm 
on stainless steel surface were discovered between different bacterial strains. Based on 
the study, it can be said that the formation of biofilm on stainless steel surface was 
systematically poorer among strains with ten per cent culture medium concentration than 
on strains with a culture medium concentration of hundred per cent. 
 
In the second part of the study, the existence of BapL gene, which is normally associated 
with biofilm formation, was researched among the same bacterial strains as used in the 
first part of the research. In order to prove that a strain includes the gene, two different 
PCR products must become amplified (919 and 343 base pairs). 24 different strains of L. 
monocytogenes were tested for BapL gene, and only one of them was tested positive. In 
addition, one other strain with only one of the two PCR products being amplified was 
found, but, since the other PCR product had not been amplified, the strain could not 
been stated positive with BapL gene. 
 
In the third part of the thesis, the use of quorum sensing by bacteria was investigated by 
using V. harveyi method. However, the use of the method was unsuccessful. Therefore, 
the hypothesis that those bacterial strains with good biofilm formation abilities would be 
high in quorum sensing could not be tested. In order to improve the methods used in this 
study, further research and changes in the research protocol must be done, which was no 
longer possible within the time frame of this study. 
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Olen aina ollut kiinnostunut terveydestä ja elintarviketurvallisuudesta. Niinpä 
ravitsemus- ja elintarvikebiotekniikan pääaine tarjosi loistavan mahdollisuuden laajentaa 
elintarvikemikrobiologista tietämystä. Tämän opintojen suuntautumisvaihtoehdon 
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1. Johdanto 
 
Listeria monocytogenes -bakteerit ovat vaihtelevissa olosuhteissa viihtyviä 
ympäristöbakteereja, jotka aiheuttavat jatkuvaa kontrollointitarvetta 
elitarviketeollisuuslaitoksissa (Bortolussi 2009; Swaminathan & Gerner-Smidt 2007). 
Erityisiä riskielintarvikkeita L. monocytogenes -bakteerien leviämisen kannalta ovat 
elintarvikkeet, joita ei kuumennuskäsitellä, kuten maito-, kala- ja lihatuotteet. L. 
monocytogenes -bakteereilla saastunut elintarvike voi pahimmillaan aiheuttaa 
listerioosia (Bortolussi 2009). Listerioosi on hyvin vakava tauti henkilöille, joiden 
immuunipuolustus on alentunut. Listerioosi voi aiheuttaa jopa kuolemaan johtavan 
verenmyrkytyksen tai aivokalvontulehduksen. Näiden riskitekijöiden vuoksi L. 
monocytogenes -bakteerien esiintyvyyden tutkiminen on välttämätöntä ja jatkuvaa 
elintarviketuotantolaitoksissa. 
 
L. monocytogenes -bakteereilla on kyky elää ja lisääntyä kylmissä ja kosteissa 
elintarviketeollisuushuoneistoissa (Wirtanen 2002; Rørvik 2000). L. monocytogenes -
bakteerit ovat hyvin sopeutuvia kiinnittymään ja muodostamaan ulkopuolisilta kasvua 
heikentäviltä tekijöiltä suojaavaa biofilmiä vaihtelevissa ympäristöolosuhteissa 
erilaisille pintamateriaaleille.  Biofilmin turvin L. monocytogenes -bakteerit ovat 
entistä kestävämpiä yleisesti puhtaanapidossa käytettäviä puhdistuskeinoja vastaan, 
esimerkkeinä desinfiointiaineiden, korkean lämpötilan ja vaihtelevan happamuuden 
sieto.  
 
Bakteerien biofilmin muodostus on pitkälle kehittynyt monivaiheinen 
selviytymisprosessi, jota on viime vuosikymmeninä tutkittu runsaasti (Lasa & Penades 
2006; Stoodley ym. 2002; Hall-Stoodley & Stoodley 2002). Biofilmin muodostus 
edellyttää bakteerien kiinnittymistä pintamateriaalille ja niiden lisääntymistä 
kiinnittymispinnallaan. Vähitellen bakteerirykelmä alkaa sulkeutua itse tuottamansa 
polymeerisen väliaineen suojiin. Biofilmin muodostukseen katsotaan vaikuttavan 
lukuisten osatekijöiden, joista mainittakoon vallitsevat ympäristöolosuhteet, bakteerin 
ominaisuudet, muiden bakteerien läsnäolo, kiinnittymispinnan ominaisuudet sekä 
monet molekulaariset tekijät kuten Bap -geenin esiintyvyys bakteerin perimässä. 
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Bap -geeni kuuluu pintaproteiinien ryhmään, jolla on havaittu olevan vaikutusta 
biofilmin muodostukseen (Jordan 2008; Lasa & Penades 2006; Latasa ym. 2006). Bap 
-geeni on pystytty osoittamaan lukuisista eri bakteerilajeista kuten stafylokokeista. 
Tutkimusten mukaan L. monocytogenes -bakteerien BapL -geenillä on suuri merkitys 
solun adheesiovaiheessa, mutta toisaalta on osoitettu, etteivät kaikki hyvin 
adhesoituvat L. monocytogenes -kannat välttämättä ilmennä lainkaan BapL -geeniä 
(Jordan ym. 2008). L. monocytogenes -bakteerien kiinnittyminen pinnoille on siis 
mahdollista myös ilman tämän pintaproteiinin läsnäoloa.   
 
Bakteerien biofilmin muodostukseen liittyy myös bakteerisolujen keskinäinen 
kommunikointi (quorum sensing), joka voidaan ilmentää Vibrio harveyi -testillä 
(Vilchez ym. 2007). Quorum sensing -ilmiö vaatii tapahtuakseen riittävän korkean 
bakteerisolutiheyden sekä signaalimolekyylien tuotannon (Waters & Bassler 2005). 
Tyypillisesti biofilmeissä saavutetaan paikallisesti korkeita solutiheyksiä 
bakteerisolujen lisääntyessä biofilmin suojassa. Vibrio harveyi -testissä quorum 
sensing -ilmiö on mahdollista havaita laboratorio-olosuhteissa 
bioluminesenssidetektorilla (Challan Belval ym. 2006).   
 
Tässä tutkielmassa havainnollistettiin L. monocytogenes -bakteerien lisääntymistä ja 
biofilmin muodostuskykyä kahdessa erilaisessa elatusliemipitoisuudessa. Näin 
pystyttiin arvioimaan elatusaineesta saatavien ravinteiden niukkuuden merkitystä 
bakteerisolujen biofilmin muodostukseen. BapL -geenin esiintyvyyttä tutkittavissa L. 
monocytogenes -bakteerikannoissa tutkittiin optimoidulla PCR-menetelmällä. Lisäksi 
tutkittiin V. harveyi -testillä solujen välisen kommunikointiasteen (quorum sensing) 
eroja ns. hyvien ja heikkojen biofilmin muodostajien sekä BapL -geenin omaavien 
kantojen kesken. 
 
 
  
 
 
 
 
 
8 
 
2. Kirjallisuustutkimus 
 
 
2.1 Listeria monocytogenes -bakteerin esiintyminen  
 
Listeria monocytogenes on gram-positiivinen, fakultatiivisesti anaerobinen, itiöitä 
muodostamaton, lyhyt 0,4 - 0,5 x 0,5 – 2,0 µm kokoinen sauvabakteeri (FAO 2004, Bell 
& Kyriakides 2005a). Listeria -sukuun kuuluu kuusi lajia, joista L. monocytogenes -
bakteerit tunnetaan ihmiselle listerioosia aiheuttavana patogeeninä. Muita sukuun 
kuuluvia lajeja ovat L. innocua, L. welshimeri, L. ivanovii, L. seeligeri sekä L. grayi.  
 
L. monocytogenes on ympäristöbakteeri, joka elää ja lisääntyy vaihtelevissa 
ympäristöolosuhteissa (Bortolussi 2009; Swaminathan & Gerner-Smidt 2007). Bakteerin 
tunnetaan esiintyvän niin maaperässä, kasvillisuudessa, vesissä kuin koti- ja 
villieläimissä. L. monocytogenes -bakteeria voi esiintyä vihanneksissa ja hedelmissä, 
jotka ovat kosketuksissa lannalla lannoitetun maan kanssa. Lukuisat eläimet voivat olla 
L. monocytogenes -bakteerien oireettomia kantajia ja voivat näin ollen saastuttaa liha- ja 
maitotaloustuotteita. L. monocytogenes -bakteerin osalta riskielintarvikkeina pidetään 
deliruokia, pateita, pastöroimattomia maitotuotteita, savustettuja kala- ja äyriäistuotteita 
ja pehmeitä juustoja. 
 
 
2.1.1 Listeria monocytogenes -bakteeri ja sen aiheuttamat humaaniepidemiat 
 
L. monocytogenes -bakteeri voi aiheuttaa ihmiselle listerioosia (FAO 2004; EC 1999). 
Listerioosi on melko harvinainen sairaus Pohjois-Amerikassa ja läntisessä Euroopassa 
(USDA 2003). Euroopassa humaanilisterioosin esiintyvyydeksi on arvioitu noin 0,3 
tapausta sataatuhatta asukasta kohti per vuosi (Denny & McLauchlin 2008). Suurimman 
riskin listerioosi aiheuttaa henkilöille, joiden immuunipuolustus on heikentynyt 
(Bortolussi 2008). Riskiryhmään kuuluvat raskaana olevat, vastasyntyneet, vanhukset ja 
immuunipuolustukseltaan heikentyneet potilaat. Riskiryhmään on arvioitu kuuluvan 16 - 
22 % koko väestöstä (Maijala ym. 2001). Odottavilla äideillä on jopa 20-kertainen riski 
sairastua listerioosiin kuin ei raskaana olevilla. Samoin yli 60 vuotiailla on suurentunut 
sairastumistodennäköisuus (Bortolussi 2008). Tyypillisiä listerioosioireita ovat 
flunssaoireet, pahoinvointi, oksentelu, kouristelu, ripuli ja kuume. Listerioosin 
itämisaika vaihtelee 2 - 70 vuorokautta kontaminoituneen elintarvikkeen syömisen 
9 
 
jälkeen. Perusterveen ihmisen sairastumisriski listerioosiin suurenee, jos elintarvikkeen 
välityksellä saatu infektiivinen annos on 10 - 100 miljoonaa pesäkettä muodostavaa 
yksikköä (pmy). Vakavimmillaan listerioosi voi aiheuttaa verenmyrkytyksen tai aivo- ja 
aivokalvontulehduksen. 
 
Listerialla tunnetaan 13 serotyyppiä, joiden yhteyttä elintarvikeperäisiin 
listerioositapauksiin on tutkittu, samoin kuin niiden taudinaiheutuskykyä (Swaminathan 
& Gerner-Smidt 2007; Bell & Kyriakides 2005a). Iso-Britanniassa on tilastoitu vuosina 
1966 - 1996 yhteensä 2232 listerioositapausta. Näistä tapauksista 60 % yhdistettiin 
serotyyppiin 4b, 17 % serotyyppiin 1/2a, 11 % serotyyppiin 1/2b ja 4 % serotyyppiin 
1/2c. Tutkimusten pohjalta voitiin todeta, että oli havaittavissa yhteys tiettyjen 
serotyyppien ja humaanilisterioositapausten välillä. Tapausten taustalla ovat olleet 
erilaiset elintarvikkeet. Yli 95 % ihmisiin tarttuneista tapauksista on siis ollut peräisin 
kolmesta serotyypistä (1/2a, 1/2b, 4b), joista listerioosiin asti johtaneista tautitapauksista 
suurin osa on ollut peräisin serotyypistä 4b. Alankomaissa tilastoitiin vuosina 1976 - 
1995 207 aivokalvontulehdustapausta, joista 65 % niin ikään yhdistettiin L. 
monocytogenes -bakteerien serotyyppiin 4b. Tartunnoilla oli yhteys nimenomaan 
elintarvikeperäisiin listerioositapauksiin ja vakavaan taudinkuvaan. Tutkimuksissa on 
havaittu suuria kantojen välisiä eroja virulenssissa ja lisäksi on löydetty korrelaatiota 
eniten humaanilisterioositapauksia aiheuttavien serotyyppien ja virulenssiasteen väliltä 
(Roche ym. 2001; Schuchat ym. 1991). 
 
Suomessa on esiintynyt kaksi elintarvikeperäistä listerioosiepidemiaa. Vuonna 1998 
ilmeni kylmäsavustetusta kalasta peräisin oleva listerioosiepidemia, jonka taustalla oli 
serotyyppi 1/2a (Miettinen ym. 1999, Swaminathan & Gerner-Smidt 2007, Bell & 
Kyriakides 2005a). Toinen listerioosiepidemia esiintyi Suomessa vuodenvaihteessa 1998 
– 1999, jolloin raportoitiin runsas parikymmentä L. monocytogenes -bakteerin 
aiheuttamaa listerioositapausta (Maijala ym. 2001, Lyytikäinen 1999). Sairastuneista 
kuusi menehtyi vakavaan yleisinfektioon. Listerioositapaukset ovat yleensä yksittäisiä 
eli sporadisia eikä niitä aina pystytä yhdistämään mihinkään tiettyyn elintarvikkeeseen. 
Vuosina 1998 – 1999 esiintyneeseen listerioosiepidemiaan sairastuneista potilaista 
eristettiin L. monocytogenes -kanta, jonka serotyyppi 3 on hyvin harvinainen. Samaa L. 
monocytogenes -kantaa löydettiin Milkan valmistamasta voista, jota sairastuneet potilaat 
olivat nauttineet sairaalahoidossa ollessaan. Lisäksi samaista kantaa löydettiin Milkan 
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meijerin puhtaustarkkailunäytteistä. Näin voitiin yhdistää toisiinsa Listeria -
kontaminaatiolähde ja tautitapaukset. 
Suomen ulkopuolella raportoidut epidemiat ovat yleensä saaneet alkunsa 
pastöroimattomista maitotuotteista tai vaillinaisesti kypsennetyistä liha- tai kalatuotteista 
(Bell & Kyriakides 2005a). Pohjois-Amerikassa ja läntisessä Euroopassa raportoidut 
listerioositapaukset ovat pääosin olleet peräisin juuri kyseisistä elintarvikeryhmistä. 
Pohjoismaissa esiintyy suhteellisen runsaasti graavi- ja kylmäsavustetusta lohesta ja 
Yhdysvalloissa ready-to-eat -tyyppisistä ruuasta peräisin olevia listerioositapauksia. 
Elintarvikekontaminaatiolähteet ovat siis yhdistettävissä myös kulttuurillisiin 
ruokailutottumuksiin. 
2.1.2 L. monocytogenes -bakteerin elinkelpoisuutta edistävät ominaisuudet 
 Listeria omaa lukuisia laajalle ympäristöön levittäytymistä, elinkelposuutta ja 
lisääntymistä edistäviä ominaisuuksia, jotka edesauttavat sitä selviytymään erilaisissa 
ääriolosuhteissa. Nämä ominaisuudet tekevät tästä bakteerista elintarviketeollisuuden 
kannalta hyvin vaikeasti torjuttavan elintarvikepatogeenin. Tunnetuimpia L. 
monocytogenes -bakteerien elinkelpoisuutta parantavia ominaisuuksia ovat kyky kasvaa 
laajalla lämpötila- ja pH-alueella, korkeassa suolapitoisuudessa ja alhaisessa 
vedenaktiivisuudessa (FAO 2004; USDA 2003).  
  
Elintarviketeollisuuden kannalta lämpötilan hallinta on tärkeimpiä keinoja Listerian 
ennaltaehkäisyssä ja hallinnassa.  L. monocytogenes -bakteerit lisääntyvät + 0 - 45 
°C:ssa (Junttila ym. 1988). On kuitenkin osoitettu L. monocytogenes -bakteerien 
lisääntyvän jääkaappilämpötiloja alhaisemmassakin lämpötilassa - 0,1 - - 0,4 °C:ssa 
(Walker ym. 1990). Fleming ym. (1985) tutkimusten perustella L. monocytogenes -
bakteereilla on havaittu olevan muita itiöttömiä bakteereja parempi lämpötilansietokyky. 
Pakastus ei tunnetusti tuhoa L. monocytogenes -bakteereja (Rocourt & Cossart 1998) ja 
tehokkain tapa tuhota L. monocytogenes -bakteerit on kuumentaa tuote yli 72 °C:ssa 
(pastörointi) (Lou & Yousef 1999).  
 
 Happamuuden säätely on myös elintarviketeollisuuden runsaasti hyödyntämä tapa 
inhiboida ruoassa esiintyvien mikrobien kasvua (Jordan & Davies 2001). L. 
monocytogenes -bakteerit lisääntyvät kuitenkin poikkeuksellisen laajalla pH-alueella 
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(Ryser & Marth 1991), jonka alarajaksi on tutkimuksilla määritetty 4,2 - 4,3 ja ylärajaksi 
9,4 - 9,5. 
 
 Savustusta on myös perinteisesti käytetty L. monocytogenes -bakteerien kasvua ja 
lisääntymistä hidastavana menetelmänä, etenkin kala- ja lihateollisuudessa (Työppönen 
ym. 2003; Rorvik 2000). Kylmäsavustus tyypillisesti tapahtuu alla 30 °C:ssa ja 
lämminsavustus yli 60 °C:ssa. Kylmäsavustuksessa prosessointilämpötila jää kuitenkin 
sen verran alhaiseksi, ettei se ole riittävä tuhoamaan elintarvikkeen mahdollisesti 
sisältämiä L. monocytogenes -bakteereja. Savustuksessa bakteerien kasvua hillitsevinä 
yhdisteinä ovat savun sisältämät fenolit, formaldehydit, orgaaniset hapot ja karbonyylit 
(Rorvik 2000; Sunen 1998). Lisäksi savustus laskee elintarvikkeen aktiivisen veden 
määrää ja aiheuttaa tuotteelle kalvomaisen ulkopinnan, mikä toimii myös fysikaalisena 
esteenä mikrobien tunkeutumiselle elintarvikkeeseen. Kuten savustus, myös suolaus 
alentaa elintarvikkeen aktiivisen veden määrää, heikentäen mikrobien elin- ja 
lisääntymisolosuhteita (Gutierrez ym. 1995). L. monocytogenes -bakteerit sietävät hyvin 
korkeita suolapitoisuuksia aina 13 – 16 % saakka (Ryser & Marth 1991).  
 
 Muita menetelmiä ja tekijöitä, joita elintarviketeollisuus hyödyntää L. monocytogenes -
bakteerien kasvunestossa elintarvikkeissa, ovat mm. orgaaniset hapot kuten etikka- ja 
maitohappo (Davidson 2011), nisiini (Cleveland ym. 2001), erilaiset antimikrobisia 
proteiineja tuottavat suojaviljelmät, kuten maitohappobakteeriheräteviljelmät (Mäyrä-
Mäkinen & Bigret 1993), nitriitti (Työppönen ym. 2003; Davidson 2001), erilaiset 
kasvien tuottamat essentiaaliset öljyt sekä mausteet, joilla on antimikrobisia ja 
antioksidatiivisia vaikutuksia, johtuen niiden sisältämistä alkoholeista, aldehydeistä, 
estereistä, eettereistä, fenoleista, ketoneista ja oksideista (Työppönen ym. 2003, Burt 
2004; Dorman & Deans 2000). Lisäksi on olemassa lukuisia fysikaalisia 
kasvunestomenetelmiä, joista lämpökäsittelyn jälkeen mainittavimpia ovat HHP (High 
Hydrostatic Pressure) -prosessointi ja säteilytys (Raso & Barbosa-Canovas 2003; San 
Martin ym. 2002). Elintarvikkeiden säteilytyksessä tulee noudattaa Euroopan komission 
asettamia direktiivejä 1999/2/EY ja 1999/3/EY. Myös ultraäänen ja PEF (Pulsed Electric 
Fields) -tekniikan käyttöä tutkitaan.   
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2.1.3 Listeria monocytogenes -bakteerin esiintyminen elintarviketeollisuudessa 
 
L. monocytogenes on ympäristöbakteeri, jonka pääsyä tuotantolaitoksiin ja niiden 
prosessitiloihin ei ole mahdollista aukottomasti torjua. Niinpä elintarviketeollisuuden on 
kiinnitettävä erityistä huomiota tuotantolaitteiden ja -tilojen hygieniaan, jottei Listeria 
pääse pesiytymään laitokseen (USDA 2003; Rørvik 2000). L. monocytogenes -bakteerit 
ovat hyvin epämiellyttävä bakteeriryhmä elintarviketeollisuudelle, koska niillä on kyky 
elää kylmissä ja kosteissa elintarviketeollisuushuoneistoissa (Wirtanen 2002; Rørvik 
2000). Samalla ne ovat hyvin sopeutuvaisia kiinnittymään ja muodostamaan suojaavaa 
biofilmiä erilaisille pintamateriaaleille. L. monocytogenes -bakteerit sietävät lukuisia 
antimikrobisia desinfiointiaineita, korkeita lämpötiloja sekä vaihtelevaa happamuutta, 
joita yleisesti käytetään puhtaanapidossa. Erityisesti raakaa elintarvikemateriaalia 
käsitteleviltä teollisuuslaitoksilta vaaditaan L. monocytogenes -bakteerien suhteen 
erityistä tarkkaavaisuutta liukuhihnojen ja prosessointipintojen osalta, joille L. 
monocytogenes -bakteerin kiinnittyminen ja kolonisoituminen on mahdollista (Rorvik 
2000).  Valmiiden tuotteiden jälkikontaminaatioriski tulee myös minimoida sijoittamalla 
raaka-aineet ja valmiit tuotteet niin, etteivät ne voi joutua keskenään kosketuksiin ja näin 
ollen saastuttaa toisiaan. Elintarvikelaitoksissa prosessointitilat, tuotantolinjat ja -laitteet 
tulee suunnitella niin, että niiden toiminta ja puhtaanapito on tehokasta. Tulee 
minimoida myös ristikontaminaatioriski elintarvikkeen varastoinnin, jakelun ja 
vähittäismyynnin aikana. 
 
Elintarviketurvallisuuden kannalta on tärkeää kontrolloida pääsyä tuotantotiloihin, 
noudattaa korkeaa henkilöhygieniaa sekä minimoida kulkua eri prosessointitilojen ja 
hygienia-alueiden välillä (Rørvik 2000). Hygieniasuunnitelman ajanmukaistamista ja 
seurantaa tulee toteuttaa jokaisessa elintarvikeyrityksessä. Tämä auttaa myös prosessin 
mikrobiologisten kriittisten pisteiden hallintaa. L. monocytogenes -bakteerin hallinnan 
kannalta on välttämätöntä tuotantotilojen ja eri prosessivaiheiden tarkka 
lämpötilaseuranta alkutuotannosta kuluttajalle saakka.   
 
Jos elintarvikelaitoksessa ilmenee L. monocytogenes -kontaminaatio, sen etenemistä 
laitoksessa voidaan jäljittää molekyylibiologisilla tyypityksillä (Wirtanen 2002; Autio 
ym. 1999). Tutkimus tehdään vertailemalla raaka-aineesta, koneista, 
prosessiympäristöstä ja lopputuotteesta eristettyjä L. monocytogenes -kantoja toisiinsa. 
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Näin on mahdollista selvittää kontaminaatiolähde ja sen etenemisreitti koko 
prosessiketjun aikana. L. monocytogenes -bakteerin kasvunestomenetelmiä joudutaan 
jatkuvasti kehittämään elintarviketeollisuuden vaatimusten kasvaessa. Bakteerin 
lisääntymistä edistävät nykyään vaaditut entistä pidemmät myyntiajat, valmiit 
pakkaukset, minimaalisesti prosessoidut tuotteet, suolan käytön vähentäminen ja 
esimerkiksi kalatuotteissa nitriittien käyttökielto. Lisäksi tulee muistaa, että L. 
monocytogenes -bakteeri lisääntyy myös tyhjiöpakkauksissa (Rørvik 2000).    
 
 
2.2 Mikrobien biofilmin muodostuskyky ja biofilmit elintarvikelaitoksissa 
 
 
Mikrobien kyky kiinnittyä erilaisille pintamateriaaleille ja muodostaa niille biofilmiä on 
monimutkainen, joillekin mikrobeille ominainen selviytymisstrategia (Wirtanen 2002; 
Hood & Zottola 1997). Sen turvin mikrobit voivat tehokkaasti hyödyntää ympäristön 
tarjoamia ravinteita. Biofilmin muodostuksen edellytyksenä on mikrobisolujen ja 
ravinteiden lisäksi neste. Biofilmin muodostuminen alkaa mikrobisolun adheesiosta 
eloperäiselle tai elottomalle pinnalle. Adheesion vaikuttavat kiinnittymispinnan ja 
mikrobin ominaisuudet sekä ympäristössä oleva nestemäärä. Orgaaninen lika ja pinnan 
epätasaisuus edistävät mikrobien adheesiota (Rodriguez ym. 2008). Tyypillisiä biofilmin 
muodostumispaikkoja ovat juuri rosoiset, vaikeasti puhdistettavat, ahtaat ja siten hyvin 
ravinteikkaat paikat (Wirtanen 2002; Rørvik 2000; Hood & Zottola 1997). 
Elintarvikelaitosten laitteistoissa ja kiertopesujärjestelmissä biofilmi antaa suojaa 
bakteereille erilaisia desinfiointi- ja puhdistusaineista vastaan. Biofilmi koostuu 
mikrobisoluista ja niiden tuottamista eritteistä kuten polysakkaridirihmastoista ja 
glykoproteiineista. Polysakkaridirihmastokerroksen tehtävänä on suojata bakteerisoluja 
antimikrobisilta aineilta. Esimerkiksi desinfiointiaineiden tunkeutuminen 
bakteerisoluihin mekaanisesti estyy sen konsentroituessa biofilmi- ja limakerroksiin. 
Täten biofilmin suojassa olevat bakteerit voivat jatkaa kasvua ja lisääntymistään.  
 
Biofilmin muodostuminen elintarviketeollisuuden laitteissa ja prosessitilojen 
pintamateriaaleissa on mahdollista, koska niissä käsitellään orgaanista materiaalia 
(Wirtanen 2002). Biofilmin muodostukselle välttämätön nestemäärä voi olla hyvinkin 
pieni, esimerkiksi kondenssivesi pinnalla riittää. Liha- ja kalateollisuudessa esiintyy 
erityisesti limoittumiseen liittyvää biofilmin muodostusta. Esimerkiksi makkaroiden ja 
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kalatuotteiden limoittuminen on seurausta tuotteen pinnalla olevien mikrobien 
tuottamista polysakkarideista ja glykoproteiineista. Elintarviketuotantotilojen ja 
laitteiston pintamateriaalien sileys ja kunto ovat ensiarvoisen tärkeitä mikrobien 
biofilmin muodostusta estettäessä. Samoin erilaiset laitteistoissa esiintyvät putket, 
erityisesti niiden mutkat, jos ne eivät tyhjene prosessituotteesta tai mikäli pesu ei pääse 
niihin tehokkaasti vaikuttamaan, ovat huomion arvoisia biofilmin muodostumispaikkoja. 
Lisäksi laitteiden kumitiivisteet ovat otollisia mikrobien kerääntymis- ja biofilmin 
muodostumispaikkoja. Kalateollisuuden osalta L. monocytogenes -bakteerin tyypillisiä 
riskikohteita ovat suolaus- ja siivutuslaitteet sekä erilaiset kuljettimet ja itse työntekijät 
(Rørvik 2000). 
 
Tutkimukset ovat osoittaneet, että eräillä L. monocytogenes -kannoilla on kyky pysyä 
pitkiä aikoja elintarviketilojen kontaminaatiolähteenä (Miettinen ym. 1999b; Autio ym. 
1999). Autio ym. (1999) on pystynyt osoittamaan kalan prosessointilaitoksesta yhden L. 
monocytogenes- kannan olleen dominoivana kontaminaation lähteenä vuoden ajan. 
Miettisen ja hänen ryhmänsä (1999b) tutkimukset puolestaan osoittivat jäätelön 
valmistuslaitoksessa tuotteen pakkauslaitteen toimineen L. monocytogenes - 
kontaminaation lähteenä seitsemän vuoden ajan.  
 
Biofilmin muodostuminen koostuu useista peräkkäisistä askeleista alkaen bakteerien 
kiinnittymisestä kiinteälle pinnalle (Lasa & Penades 2006; Hall-Stoodley & Stoodley 
2002; Stoodley ym. 2002). Sitä seuraa bakteerisolujen kasvaminen, lisääntyminen ja 
kerääntyminen monikerroksiseksi kolmiulotteiseksi solurykelmärakenteeksi. Lopulta 
solurykelmä sulkeutuu itse tuottamansa polymeerisen soluväliaineen suojaan. 
Myöhemmin joku biofilmin suojassa olevista soluista vapautuu hajottaen 
biofilmirakennetta niin, että soluja pääsee aktivoitumaan ja kiinnittymään muihin 
pintoihin ja täten kontaminoimaan uusia kohteita. Kuvassa 1. on havainnollistettu 
biofilmin muodostumista (Wirtanen 2002). Solurykelmää suojaavan solunulkopuolisen 
soluväliaineen koostumus on vaihteleva ja monimutkainen. Sen koostumus määräytyy 
sitä tuottavien bakteerilajien ja ympäröivien ympäristöolosuhteiden mukaan. Tällä 
koostumukseltaan hyvin heterogeenisellä eksopolysakkaridesta paljolti koostuvalla 
rakennerungolla on tehtävänään suojata mikrobisoluja. Myös pintaproteiinella on 
merkitystä biofilmimatriisiin, mutta niiden merkitys korostuu ennen kaikkea 
bakteerisolujen kiinnittymisessä pintamateriaaliin. Pintaproteiinien merkitystä solujen 
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adheesioon ja kerääntymiseen monikerroksiseksi solurykelmäksi ei ole sitä vastoin 
pystytty todistamaan. Hyvin tunnettuja pintaproteiinien perheeseen kuuluvia ja biofilmin 
muodostukseen keskeisesti liittyviä proteiineja ovat Bap (Staphylococcus aureus), Esp 
(Enterococcus faecalis), LapA (Pseudomonas fluorescens) sekä BapA (Salmonella 
enterica).  
 
 
Kuva1. Biofilmin muodostuksen vaiheet: a) orgaanisen materiaalin kiinnittyminen 
pinnalle b) mikrobien kulkeutuminen pinnan läheisyyteen c-d) mikrobien pintaan 
tarttuminen ja toisiin läheisyydessä oleviin mikrobeihin e-f) mikrobien kiinnittyminen 
pintaan ja toisiin mikrobeihin g) mikrobien kasvaminen pinnalla h) mikrobien 
irtoaminen pinnalta (Wirtanen 2002). (Alkuperäinen kuva Busscher & van der Mei 
2000, ei saatavilla). 
 
Biofilmin rakennetta on mahdollista tutkia useilla eri mikroskooppisilla menetelmillä. 
Tyypillisiä menetelmiä ovat esim. pyyhkäisyelektronimikroskopia (SEM) ja 
epifuoresenssimikroskopia (Kalmokoff ym. 2001; Borucki ym. 2003; Lunden ym. 
2000). Tutkimuksissa on löydetty vaihtelevan muotoisia biofilmirakenteita aina 
monimutkaisista kolmiulotteisista rakenteista kanavineen ja huokosineen hyvin 
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yksinkertaisiin yhden bakteerikerroksen kokonaisuuksiin. Biofilmirakenteen 
muodostuminen on siis lukuisten osatekijöiden summa.  
 
Gram-positiivisten bakteerien biofilmin muodostuskykyyn yleisesti yhdistetään 
eksopolysakkaridit (Sutherland 2001). Biofilmi sisältää laajan kirjon erilaista solun 
ulkopuolista materiaalia kuten eritettyjä polymeerejä, imeytyviä ravinteita ja 
metaboliitteja, solujen hajoamisesta vapautuvia tuotteita sekä erilaisia 
makromolekyylejä, proteiineja, polysakkarideja, DNA:ta ja RNA:ta. Taulukossa 1. on 
esitetty biofilmin sisältämien komponenttien prosentuaalisia osuuksia. 
 
 
Taulukko 1. Biofilmin sisältämien komponenttien prosentuaaliset osuudet (Sutherland 
2001). 
 
Komponentti Komponentin prosentuaalinen osuus biofilmimatriisista 
Vesi yli 97 % 
 
Mikrobisolut 2-5 % (yleisimmillä bakteerilajeilla) 
 
Polysakkaridit  (homo- ja 
heteropolysakkaridit) 
 
1-2 % (neutraalit ja polyanioniset) 
Proteiinit (solun 
ulkopuoliset ja solun 
hajotuksessa syntyneet) 
 
alle 1-2 % 
DNA ja RNA alle 1-2 % (hajotetuista soluista) 
 
Ionit ei tiedossa 
 
 
Viimeisimmät tutkimukset ovat osoittaneet, että L. monocytogenes -bakteerien biofilmi 
sisältää myös ekstrasellulaarista DNA:ta (eDNA), jolla voi olla vaikutusta biofilmin 
muodostukseen (Harmsen ym. 2010). eDNA:ta esiintyy kaikkialla, niin ympäristössä 
kuin erilaissa kudosnäytteissä. Aiemmin on tehty tutkimuksia, joissa on havaittu yhteys 
eDNA:n ja useiden eri bakteerien (esim. stafylo- ja streptokokit) biofilmin 
muodostuskyvyn välillä.  Tarkkaa eDNA:n roolia biofilmin muodostusprosessissa ei ole 
pystytty selvittämään, mutta sillä on havaittu olevan vaikutusta rakenteellisiin tekijöihin 
sekä energia- ja ravintovaroihin. Harmsen työryhmineen (2010) kohdisti viimeisimmän 
tutkimuksensa juuri eDNA:n vaikutukseen L. monocytogenes -bakteerien adheesioon ja 
biofilmin muodostuskykyyn. Tutkimus osoitti, että eDNA:lla on merkitystä sekä 
yksittäisten solujen adheesiossa että varhaisissa biofilmin muodostuksen vaiheissa.  
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Myös muiden bakteerien esiintyminen biofilmin muodostusalueella vaikuttaa L. 
monocytogenes -bakteerien biofilmin muodostuskykyyn (Pan ym. 2009; Rieu 2008; 
Zhao ym. 2004). Pan ym. (2009) tutkimuksessa havaittiin, että yhdistettäessä ns. hyvä ja 
heikko L. monocytogenes biofilmin muodostajakanta yhteisen biofilmin muodostajaksi 
paranee myös heikomman kannan biofilmin muodostuskyky. Rieun (2008) 
tutkimusryhmä on puolestaan havainnut, että Staphylococcus aureus -bakteerien 
esiintyminen yleensä parantaa L. monocytogenes -bakteerien biofilmin muodostuskykyä. 
Sitä vastoin Lactobacillus plantarum ja Lactococcus lactis ssp. lactis sekä Enterococcus 
durans -bakteerit heikentävät L. monocytogenes -bakteerien biofilmin muodostuskykyä 
(Zhao ym. 2004).  
 
Lemon ym. (2007) ovat osoittaneet tutkimuksillaan, että flagella-välitteisellä 
liikkuvuudella on merkitystä L. monocytogenes -bakteerien varhaisessa kiinnittymisessä 
abioottisille pinnoille sekä myöhemmissä vaiheissa myös itse biofilmin muodostukseen. 
Tunnetusti flagellavälitteinen biofilmin muodostus on tärkeää monille gram-
negatiivisille bakteereille, mutta tutkimukset ovat osoittaneet yhteyden myös gram-
positiiviseen L. monocytogenes -bakteeriin (O´Toole ym. 2000; Lemon ym. 2007). L. 
monocytogenes -bakteerilla on neljästä kuuteen flagellaa per solu. Jokainen näistä 
flagelloista koostuu tuhansista flagelliinimonomeereistä, jotka ovat modifioituneet β-O -
kytketyssä glykosylaatiossa. L. monocytogenes -bakteerien flagellabiosysteesi on 
voimakkaasti lämpötilariippuvainen toisin kuin gram-negatiivisilla bakteereilla. Syynä 
tähän on MogR-flagellageenin repressio 37 °C:ssa. Tästä syystä suurimmalla osalla L. 
monocytogenes -kannoista flagellatuotantoa ei enää tapahdu nisäkkäiden 
ruumiinlämmössä. Sitä vastoin alle 30 °C:ssa L. monocytogenes -bakteeri pystyy 
liikkumaan flagelloiden avulla, koska MogR on inhiboinut GmaR-antireseptorin 
toiminnan mahdollistaen flagellageenin transkription.  
 
Useat tutkimukset ovat osoittaneet, että eri L. monocytogenes -kantojen kyky kiinnittyä 
elintarvikkeiden prosessointitilojen pintamateriaaleille, kuten ruostumattomalle 
teräspinnalle, vaihtelee merkittävästi (Norwood & Gilmour 1999; Lunden ym. 2000). 
Tutkimuksissa etsittiin eri serotyyppien eroavaisuuksia kyvyssä kiinnittyä 
ruostumattomalle teräspinnalle. Serotyypin 1/2c kantojen havaittiin olevan parhaiten 
adhesoituvia. Myöhemmissä tutkimuksissa on etsitty yhteyksiä bakteerilajien 
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polveutumisen eli fylogenian, serotyyppien ja biofilmin muodostuskyvyn välillä, mutta 
eri tutkimusryhmät ovat saaneet eriäviä tuloksia. Djordjevikin tutkimusryhmä (2002) 
osoitti, että sukulinjan I (serotyypit 1/2b ja 4b) -kannat muodostavat paremmin biofilmiä 
kuin sukulinjan II (serotyypit 1/2a ja 1/2c) -kannat. Toisaalta Boruckin tutkimusryhmä 
(2003) raportoi juuri päinvastaiset tutkimustulokset osoittaen puolestaan sukulinjan II 
olevan parempia biofilmin muodostajia.  Niinpä kummankaan tutkimusryhmien tulosten 
perusteella ei voida päätellä suoraa korrelaatiota biofilmin muodostuksen ja 
serotyyppien väliltä. Borucki toteaa, että syinä erilaisiin tutkimustuloksiin voivat olla 
erot näytemäärissä ja tutkituissa kannoissa. Viimeisimpiä tutkimuksia L. monocytogenes 
-bakteerien serotyypin ja biofilmin muodostuskyvyn välisestä yhteydestä on tehnyt Pan 
ym. (2009).  Tässä tutkimuksessa simuloitiin elintarvikkeiden prosessointitilannetta, 
mutta tutkimus koski vain eniten humaanilisterioositapauksia aiheuttavia serotyyppejä 
1/2a ja 4b (Pan ym. 2009). Kaikkien näiden tutkimusten perusteella voidaan todeta, että 
bakteerien pintamateriaalille kiinnittymisen ja biofilmin muodostuskyvyn välistä 
yhteyttä ei ole täysin aukottomasti pystytty selvittämään. Norwood & Gilmour (1999) 
sekä Lunden ym. (2000) osoittivat todennäköisen yhteyden bakteerisolujen korkean 
elinkyvyn ja adheesiokapasiteetin välillä, mutta niiden yhteyttä tehokkaaseen biofilmin 
muodostuskykyyn ei ole voitu osoittaa. Sama koskee L. monocytogenes -bakteerin 
serotyyppien ja biofilmin muodostuskyvyn välistä korrelaatiota, jota ei ole voitu osoittaa 
aukottomasti.  
 
Biofilmin muodostumiseen ja sen rakenteeseen vaikuttavat lukuisat ulkoiset osatekijät, 
joita Renier ym. (2011) on hyvin koonnut yhteen. Keskeisiä tekijöitä ovat tietenkin 
bakteerikannan ominaisuudet, kiinnittymispinnan rakenne sekä ympäristöomaisuudet 
kuten happamuus, ravinteet ja lämpötila. Lisäksi biofilmin muodostukseen vaikuttaa 
muiden bakteerien läsnäolo, kasvuympäristön ravinteet ja niistä syntyvä kilpailu, muiden 
bakteerien mahdollisesti tuottamat antibakteeriset yhdisteet (bakteriosiinit). Toisaalta on 
todettu, että joillakin bakteerilajeilla kuten S. aureus -bakteereilla on L. monocytogenes -
bakteerien biofilmin muodostuskykyä parantavia vaikutuksia. Mainittavia ovat myös 
kiinnittymispintaan liittyvät ominaisuudet kuten pinnan struktuuri (rosoisuus) ja 
elintarvikkeiden prosessointipinnoille tyypillisen bioottisen materiaalin esiintyminen. 
Muita molekulaarisia tekijöitä, joilla on tutkitusti vaikutusta biofilmin muodostuksessa, 
ovat Bap -geeni (Jordan ym. 2008; Lasa & Penades 2006; Latasa ym. 2006), LuxS -geeni 
solujen välisessä kommunikoinnissa (Challan Belval 2006; Waters & Bassler 2005) sekä 
19 
 
useat muut proteiinit (Lemon ym. 2010), joilla on merkitystä L. monocytogenes -
bakteerien kiinnittymiselle ja biofilmin muodostukselle erilaisille pinnoille. Näitä 
tekijöitä käsitellään omissa aihekokonaisuuksissaan myöhemmissä 
kirjallisuuskatsauksen osioissa.  
 
 
 
2.2.1 BapL -geenin yhteys L. monocytogenes -bakteerin biofilmin muodostukseen 
 
 
Bap (Biofilm associated protein) kuuluu pintaproteiinien ryhmään, jotka puolestaan 
liittyvät biofilmin muodostukseen (Jordan 2008; Lasa & Penades 2006; Latasa ym. 
2006). Bap -geeni löydettiin ensimmäistä kertaa naudalle utaretulehdusta aiheuttavasta 
Staphylococcus aureus -kannasta. Sen jälkeen tutkimuksia jatkettiin, ja kyseisen geenin 
havaittiin olevan myös useilla muilla bakteerilajeilla, kuten Enteroccoccus faecalis -
bakteerilla. Myös joiltakin gram -negatiivisilta bakteereilta pystyttiin osoittamaan 
kyseinen geeni, esimerkkeinä eräät Salmonella ja Pseudomonas -lajit. Hyvin tunnettuja 
pintaproteiinien perheeseen kuuluvia ja biofilmin muodostukseen keskeisesti liittyviä 
proteiineja ovat Bap (Staphylococcus aureus), Esp (Enterococcus faecalis), LapA 
(Pseudomonas fluorescens) sekä BapA (Salmonella enterica), jotka on myöhemmissä 
tutkimuksissa pystytty tunnistamaan ja nimeämään. Yleisesti on havaittu, että Bap-
perheen proteiineilla on yhtenäiset rakenteelliset ja toiminnalliset ominaisuudet. Bap-
proteiineilla on pintaproteiineille tyypilliseen tapaan korkea molekyylipaino ja niillä on 
merkittävä rooli abioottisille pinnoille tarttumisessa.  
 
Viimeisimmät in silico -analyysit ovat paljastaneet L. monocytogenes EGD -
bakteerikannan genomin mahdollisesti insertiomutaation tuloksena syntyneen avoimen 
lukukehyksen Lmo0435 koodaamassa proteiinissa samankaltaisuutta stafylokokkien 
Bap-proteiinien kanssa (Jordan ym. 2008).  Lmo0435-proteiini on nimetty BapL:ksi, 
perusteluina sen Bap-proteiineille tyypilliset rakenteelliset ominaisuudet sekä kyseisen 
proteiinin yhteys solun kiinnittymiseen abioottiselle pinnalle. Bap-proteiinin BLASTP-
tutkimuksessa paljastui L. monocytogenes EGD:n Lmo0435-proteiinin 
samankaltaisuuden S. aureus -bakteerin Bap-proteiinin kanssa olevan 34 % ja 42 % 
vastaavan S. epidermimis -proteiinin kanssa.   Kooltaan Lmo0435 (BapL) on 2013 
aminohappoa, kun taas S. aureusksen Bap-proteiinin pituus on 2276 aminohappoa. 
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Jordanin (2008) tutkimusryhmän tulokset ovat kuitenkin osoittaneet, että erona muihin 
Bap-ryhmän proteiineihin BapL ei vaikuta L. monocytogenes -bakteerisolun virulensiin 
toisin kuin esimerkiksi stafylokokeilla. BapL-proteiinin suurin merkitys on solun 
adheesiovaiheessa, mutta toisaalta tutkimus osoitti, että kaikki hyvin adhesoituvat L. 
monocytogenes -kannat eivät välttämättä koodaa kyseistä geeniä. Tutkimuksissa 
havaittiin, että jopa jotkin Bap-negatiiviset kannat adhesoituivat merkittävästi paremmin 
kuin Bap-positiiviset kannat. Lopputulemana voitiin todeta, että BapL osallistuu 
joidenkin L. monocytogenes -kantojen osalta niiden kiinnittymiseen pintamateriaaleihin, 
mutta kiinnittyminen on mahdollista myös ilman tämän pintaproteiinin läsnäoloa. 
Tutkimukset BapL-proteiinien roolista L. monocytogenes -bakteerien biofilmin 
muodostukseen jatkuvat. Muilla bakteerilajeilla deleetio Bap-proteiinia koodaavassa 
geenissä johtaa systemaattisesti vaillinaiseen biofilmin muodostukseen, mutta tätä 
mekanismia ei ole käytössä L. monocytogenes -bakteereilla (Lasa & Penades 2006).  
 
        
 
 
2.2.2 Muita geenejä, joilla on havaittu olevan yhteys biofilmin muodostukseen  
 
BapL ja LuxS -geenien (ks. Luku 2.3.2.) lisäksi on löydetty joukko muita geenejä, joilla 
on havaittu oleva yhteyttä L. monocytogenes -bakteerien liikkuvuuteen, pinnoille 
kiinnittymiseen tai biofilmin muodostukseen. Tällaisia geenejä ovat esimerkiksi relA, 
hpt, YneA, RecA ja PrfA (Taulukko 2.).  
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Taulukko 2. Geenejä, joilla on havaittu olevan yhteys biofilmin muodostukseen. 
Geeni Geenin merkitys biofilmin muodostuksessa Lähde 
BapL Geenin merkitys suurin solun 
adheesiovaiheessa, mutta toisaalta kyseisen 
geenin ilmentyminen ei ole edellytys 
adheesiolle.  
 
Jordan ym. 2008 
LuxS Geeni säätelee AI-2-signaalimolekyylien 
tuotantoa ja siten vaikuttaa biofilmin 
muodostukseen. 
Sircili ym. 2004 
Merritt ym. 2003 
Stroeher ym. 2003 
 
relA ja hpt Geenien transposoni-insertiomutaatiot 
aiheuttavat heikon kasvun inertille pinnalle 
kiinnittymisen jälkeen. 
 
Taylor ym. 2002 
 
 
YneA ja RecA Kannat, joissa geenit mutatoituneet ovat 
merkittävästi huonompia biofilmin muodostajia 
kuin villityypit. 
van der Veen & 
Abee 2010 
 
 
PrfA Kannat, joissa geeni mutatoitunut biofilmin 
muodostuskyky on puutteellinen. 
Lemon ym. 2010 
Michel ym. 1998 
 
FlaA ja MotAB  
 
Kannat, joissa geenit mutatoituneet 
kiinnittyminen pinnoille on heikentynyt. 
Gorski 2009 
Michel ym. 1998 
 
DegU Geenin merkitys on suurimmillaan 
flagellasynteesissä ja bakteerien liikkuvuudessa. 
 
Gueriri ym. 2008 
AgrA ja D Kannat, joissa geeni mutatoitunut biofilmin 
muodostuskyky on huomattavasti heikentynyt 
verrattaessa villityyppeihin. 
Riedel ym. 2009 
 
L. monocytogenes -bakteerin  relA ja hpt -geenien transposoni-insertiomutantit (Taylor 
ym. 2002) kasvavat huonosti inertille pinnalle kiinnittymisen jälkeen ja niiden virulenssi 
on heikentynyt. Kumpikaan mutantti (relA ja hpt) ei kykene syntetisoimaan (p)ppGpp:tä, 
vaikka sen pitäisi tapahtua vasteena aminohappojen puutteesta johtuvalle 
nälkiintymiselle. 
 
YneA -geeni tunnetaan L. monocytogenes -bakteerien SOS-välittäjäfaktorina, jolla on 
yhteyksiä DNA:n korjausmekanismeihin, replikaatiohaarukan toiminnan säätelyyn ja 
mutageneesiin (van der Veen & Abee 2010). YneA -geenin toimintaa puolestaan säätelee 
RecA-aktivaattori. Tutkimukset ovat osoittaneet, että L. monocytogenes EGD -kannan 
RecA ja YneA -mutanttikannat ovat merkittävästi huonompia biofilmin muodostajia kuin 
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villityypit. Tämä vaikutus on havaittavissa vain ns. muuttuvissa biofilmin 
muodostusolosuhteissa esimerkkinä pinnoilla, joilla on jatkuvaa virtausta.  
 
PrfA on virulenssin säätelijägeeni, joka liittyy myös biofilmin muodostuksen säätelyyn 
(Lemon ym. 2010; Michel ym. 1998). PrfA-mutanttikantojen biofilmin muodostuskyky 
on puutteellista. Lisäksi PrfA -geenin ilmeneminen on hyvin lämpötilariippuvaista.  
 
FlaA tunnetaan flagellageeninä, joka on niin ikään lämpötilariippuvainen (Gorski 2009; 
Michel ym. 1998). Parhaiten tämä geeni ilmenee noin 25 °C:ssa ja sen ilmeneminen 
heikentyy lämpötilan noustessa kohti 37 °C:tta. Myös MotAB -geenillä on osuutensa 
flagellojen muodostumiseen ja toimintaan. FlaA ja MotAB -mutanttikantojen 
kiinnittymisen pinnoille on vähentynyt, ja myös kantojen kolonisoitumisen pinnoille on 
arveltu heikkenevän.  
 
DegU -geenin on osoitettu olevan välttämätön L. monocytogenes -bakteerien 
flagellasynteesille ja bakteerien liikkuvuudelle (Gueriri ym. 2008). On myös osoitettu, 
että DegU -geeni vaikuttaa L. monocytogenes -bakteerien virulenssiin ja biofilmin 
muodostuskykyyn. DegU:n on kuvattu kiinnittyvän ylävirtaan motB-operoista, joka 
puolestaan koodittaa GmaR-flagellasynteesin antirepressoria.  
 
Agr-välitteinen signaalisysteemi yhdistetään peptidivälitteiseen gram-positiivisten 
bakteerien signalointiketjuun (Riedel 2009; Rieu ym. 2007; Autret ym. 2003). Lisäksi 
sen yhteys bakteerien tuottamiin virulenssitekijöihin on todistettu. L. monocytogenes -
bakteerien arg-operoni koostuu neljästä geenistä ArgA, ArgB, ArgC ja ArgD. L. 
monocytogenes AgrA ja D -mutanttikantojen biofilmin muodostuskyky on huomattavasti 
heikentynyt verrattaessa niitä villikantoihin (Riedel ym. 2009).   
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2.3 Bakteerien välinen kommunikointi 
 
Bakteerien biofilmin muodostukseen liittyy lukuisia monimutkaisia solumekanismeja. 
Solujen välinen kommunikaatiosysteemi tunnetaan nimellä quorum sensing (Waters & 
Bassler 2005). 
 
2.3.1 Quorum sensing -ilmiö todisteena mikrobien välisestä kommunikoinnista 
 
Quorum sensing -ilmiö toimii hyvin keskeisenä populaation geenien ilmentymisen 
koordinoijana (Waters & Bassler 2005). Voidaan todeta, että quorum sensing on osoitus 
bakteerien multisellulaarista käyttäytymistä, jonka seurauksena bakteerisoluissa tapahtuu 
lukuisia fysiologisia muutoksi. Quorum sensing -ilmiön edellytyksenä on kaksi tekijää: 
tarpeeksi korkea bakteerisolutiheys populaatiossa ja signaalimolekyylien (autoinducer) 
tuotanto. L. monocytogenes -bakteereilla on olemassa kaksi tyypillistä quorum sensing -
systeemiä: autoinducer 2 (Al-2) LuxS-systeemi, jota esiintyy sekä gram-positiivisilla 
että gram-negatiivisilla bakteereilla sekä peptidivälitteinen Agr-signaalisysteemi, jota 
esiintyy vain gram-positiivisilla bakteereilla.  
 
2.3.2 LuxS -geenin yhteys mikrobien väliseen kommunikaatioon 
 
Viime aikoina on kiivaasti tutkittu AI-2-signaalimolekyylejä (furanosyl borate diester), 
jotka on todettu biologisesti aktiivisiksi komponenteiksi universaalissa bakteerien 
välisessä viestinnässä (Vilchez ym. 2007). Vibrio harveyi -bakteerin LuxS -geeni 
säätelee AI-2(autoinducer 2)-signaalimolekyylien tuotantoa, mikä liittyy kyseisen lajin 
bakteerivälitteiseen quorum sensing -ilmiöön ja sen seurauksena havaittavaan valon 
emissioon (bioluminesessi) (Challan Belval ym. 2006; Sela ym. 2006; Surette ym. 
1999). LuxS -geenillä on rooli siis AI-2-signaalimolekyylien synteesissä. LuxS -geenin 
inaktivoituminen puolestaan aiheuttaa AI-2-molekyylien tuotannon loppumisen. AI-2-
signaalimolekyylejä löytyy useista eri gram-positiivisesta ja gram-negatiivisista 
bakteereista. Biofilmin sisällä eräiden bakteerilajien tiedetään keskustelevan keskenään 
käyttäen signaalimolekyylejä viestinnässä. Gram-positiivisuuden tai -negatiivisuuden 
perusteella eri lajit käyttävät signaalimolekyyleinä joko peptidejä tai 
homoseriinilaktonijohdannaisia. Edelleenkään AI-2-signaalimolekyylien biosynteesi ei 
ole täysin tunnettu, mutta tutkimusten perusteella sen uskotaan olevan Pfs ja LuxS-
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entsyymien katalysoima monivaiheinen kaskadi, joka alkaa kuluttamalla S-
adenosyylimetioniinia (Chen ym. 2002; Pei & Zhu 2004; Sela ym. 2006). Tuloksena 
syntyy S-adenosyylihomokysteiiniä (SAH), joka hydrolysoidaan Pfs-nukleosidaasin 
vaikutuksesta adeniiniksi ja S-ribosyylihomokysteiiniksi (SRH). SRH muutetaan LuxS -
entsyymin katalysoimana homokysteiiniksi ja DPD:ksi (4,5-dihydroxy-2,3-
pentanedione), jotka toimivat AI-2-molekyylien prekursoreina. Kuvassa 2. on esitetty 
AI-2-signaalimolekyylien synteesikaskadi. DPD on hyvin epästabiili molekyyli, joka voi 
uudelleen kiinnittyä erilaisiin syklisiin komponentteihin, kuten 
furanosyyliboraattidiestereihin, jota puolestaan kutsutaan AI-2-signaalimolekyyleiksi.  
 
 
 
Kuva 2. AI-2-signaalimolekyylin syntetisointikaskadi (Chen ym. 2002).  
 
On osoitettu, että AI-2-molekyylit vaikuttavat biofilmin muodostuksen lisäksi bakteerien 
liikkuvuuteen ja patogeenisyyteen (Sircili ym. 2004; Merritt ym. 2003; Stroeher ym. 
2003). Lisäksi on osoitettu, että bakteerien käyttämä quorum sensing -kommunikointi 
säätelee bakteerien fysiologista toimintaa, esimerkkeinä vaikutukset symbioosiin, 
virulenssiin, toimintakykyyn, konjugaatioon, antibioottien tuotantoon, liikkuvuuteen, 
itiötuotannon ja biofilmin muodostuksen säätelyyn (Miller & Bassler 2001). LuxS -geeni 
ortologeja löytyy lukuisten bakteerien perimästä, joten syntetisoituja AI-2-
signaalimolekyylejä voidaan pitää bakteerien keskinäisen kommunikoinnin 
universaalina kielenä (Bassler ym. 1997). Bakteerien keskinäinen kommunikointi koskee 
sekä bakteerien sisäistä keskustelua että lajien välistä kommunikointia.  
 
Myös L. monocytogenes -bakteerit kykenevät valmistamaan AI-2-kaltaisia 
signaalimolekyylejä LuxS -ortologin välityksellä (Challan Belval ym. 2006). Bakteerista 
riippuen mutaatio LuxS -geenissä vaikuttaa eri tavoin eri bakteerien biofilmin 
muodostukseen. Tutkimukset ovat osoittaneet L. monocytogenes - bakteerin LuxS -
25 
 
geenin mutanttikannoilla kykenevän paremmin syntetisoimaan biofilmiä sekä 
kiinnittymään pinnoille. Tutkimus osoitti mutanttikantojen kiinnittyvän lasipinnalle jopa 
19 kertaa paremmin kuin villikannan. Täten toimiva LuxS -geeni liittyy niiden 
välittäjämolekyylien repressioon, joita tarvitaan nimenomaisesti bakteerisolujen 
pinnoille kiinnittymisessä ja biofilmin muodostuksessa (Challan Belval ym. 2006; Sela 
2006).  Tutkimus on osoittanut, että AI-2-molekyylien prekursorina toimiva SRH (S-
ribosyl homocysteine) liittyy voimistuneeseen biofilmin muodostukseen sekä 
parantuneeseen solujen kiinnittymiskykyyn. Tämän perusteella voidaan todeta, että LuxS 
-geenin ilmentyminen todennäköisesti heikentää biofilmin muodostusta muuttamalla 
SRH:n AI-2-molekyyleiksi. Tulevaisuudessa yritetään selvittää, millä mekanismilla 
SRH liittyy solujen kiinnittymisen lisääntymiseen ja mikä on LuxS -geenin tarkka rooli 
L. monocytogenes -bakteerien kiinnittymisessä ja biofilmin muodostuksessa.  
 
 
2.3.3 Arg -geeniperheen yhteys mikrobien väliseen kommunikaatioon 
 
 
Toinen quorum sensing -systeemi on niin sanottu peptidivälitteinen Agr-systeemi, jota 
esiintyy S. aureus -lajilla, mutta myös L. monocytogenes -bakteereilla. Agr-operoni 
koostuu neljästä geenistä agrA, agrB, agrC ja agrD (Autret ym. 2003). On jo pitkään 
tunnettu, että agr-systeemi liittyy bakteerien virulenssiin, mutta vasta viime aikoina on 
aloitettu tutkia agr-systeemin merkitystä L. monocytogenes -bakteerien biofilmin 
muodostuskykyyn (Rieu ym. 2007; Riedel 2009).  Rieu ym. 2007 on tutkimuksillaan 
osoittanut, että agrA ja agD-mutanttikannoilla on merkitystä solujen adheesioon ja 
varhaisen vaiheen biofilmin muodostukseen ensimmäisten 24 h inkuboinnin aikana, 
mutta sen jälkeen vaikutus loppuu. Rieu työtovereineen (2007) on tutkinut myös 
muuttuvien inkubointiolosuhteiden vaikutusta. Myös eri elatusaineiden merkitystä on 
tutkittu (Riedel ym. 2009). L. monocytogenes -bakteereilla tapahtuvaa agr-systeemiin 
perustuvaa  quorum sensing -ilmiötä ei ole vielä aukottomasti osoitettu.  
 
 
2.3.4 V. harveyi -kannat bioluminesenssitutkimuksessa 
 
Bioluminesenssitutkimuksissa käytetään paljon hyväksi Vibrio-suvun luminoivia 
bakteereita, jotka tyypillisesti elävät runsaasti natriumkloridia sisältävässä merivedessä. 
V. harveyi ja muut Vibrio -suvun bakteerit esimerkkinä V. cholerae, tunnetaan 
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merkittävinä patogeeneina merissä eläville niin selkärankaiselle kuin selkärangattomille 
(Chen ym. 2011, Austin & Zhang 2006). Esimerkiksi Etelä-Amerikassa ja Aasiassa 
Vibriot aiheuttavat merkittäviä taloudellisia tappioita katkarapujen ja erilaisten kalalajien 
kasvatukselle. Tyypillisiä sairauksia, joita Vibriot aiheuttavat infektoituneeseen 
merieläimeen ovat verisuoni-, maha- ja suolisto-, sekä silmä- ja ihosairaudet. Vibrioiden 
taudinaiheuttamismekanismit ovat edelleen osittain epäselvät, mutta taustalla uskotaan 
olevan niiden kiinnittymis- ja biofilmin muodostuskyvyn, quorum sensing -
signaalisysteemin, lukuisten solun ulkopuolisten tuotteiden tuotannon kuten proteaasien 
ja lipopolysakkaridien erityksen sekä vuorovaikutuksen bakteriofaagien ja 
bakteriosiinien kaltaisten yhdisteiden kanssa. 
 
Yleensä AI-2-signaalimolekyylit ovat hyvin epästabiileja ja niitä esiintyy hyvin pieninä 
määrinä biologisissa näytteissä. Tästä syystä niiden havaitseminen vaatii ns. biosirun 
(bioassay) käyttöä, joka mittaa eri aikoina bakteerien bioluminesenssin muutoksia 
näytteistä, joihin on tai ei ole lisätty ulkoisesti AI-2:sta. Vilchez ym. (2007) tutkimus 
osoitti, että V. harveyi BB170 -kannan kasvu ja bioluminesenssi olivat vahvasti 
kytkeytyneinä tutkimusprotokollassa lisättäviin hivenaineisiin, joista raudan lisäys 
osoittautui varsin merkittäväksi. Rautalisä kasvatusmediumissa paransi toistettavuutta ja 
vähensi biosirussa esiintyvää vaihtelevuutta. Sitä vastoin muut tutkitut hivenaineet ja 
vitamiinit aiheuttivat inhiboivan vaikutuksen.  
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3 Kokeellinen tutkimus 
      
 
      3.1 Työn tarkoitus ja tausta 
 
Pro gradu -tutkielman kokeellinen osio koostui kolmesta alakokonaisuudesta, joista 
ensimmäisessä kartoitettiin L. monocytogenes -bakteerikantojen välisiä eroja biofilmin 
muodostuskyvyssä Steel plate -menetelmällä. Tutkimusasetelmassa L. monocytogenes -
kantoja kasvatettiin kahdella eri elatusainepitoisuuksilla.  
 
Toisessa osiossa tutkittiin BapL -geenin esiintyvyyttä tutkittavissa L. monocytogenes -
kannoissa PCR (polymeraasiketjureaktio) -menetelmällä. BapL -geenin koodittamalla 
proteiinilla uskotaan olevan merkitystä L. monocytogenes -bakteerien biofilmin 
muodostukseen ja virulenssiin.  Tässä Pro gradu -tutkielmassa etsitään korrelaatiota 
tutkittavien L. monocytogenes -kantojen ja aiempien tutkimusten väliltä BapL -geenin 
esiintyvyyden suhteen.       
 
Tutkielman kolmannessa osassa havainnollistettiin quorum sensing -ilmiötä. Quorum 
sensing -ilmiö koostuu tapahtumasarjasta, joka liittyy bakteerien väliseen 
kommunikaatioon (Vilchez ym. 2007). Ilmiön havaitsemisen perustana ovat bakteerien 
tuottamat signaalimolekyylit ja sen havaitsemiseksi vaaditaan riittävän korkea 
solutiheys, jotta voidaan saavuttaa riittävän korkea signaalimolekyylien 
tuottokapasiteetti. Tässä tutkielmassa tehtiin Vibrio harveyi -testi quorum sensing -
ilmiön havainnollistamiseksi. Saatuja tuloksia verrattiin aiempiin Steel plate -
menetelmällä saatuihin tuloksiin ja BapL -geenin ilmentymistä verrattiin hyvien ja 
heikkojen biofilmin muodostaja kantoja kesken.   
 
 
3.2 Materiaali ja menetelmät     
 
3.2.1 Biofilmin muodostuskyvyn tutkiminen Steel plate -menetelmällä 
 
Bakteerikannat ja niiden viljely 
 
Tutkimuksessa käytettiin kahta aiemmin projektityössä (Kuokkanen 2010) tutkittua L. 
monocytogenes -bakteerikantaa, joista L. monocytogenes EELA Helsinki L211 
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(serotyyppi 1/2a) oli elintarvikeperäisestä noninvasiivisesta epidemiasta kirjolohesta 
eristetty kanta. Toinen kanta oli L. monocytogenes EELA Oulu ba 2392/4 (serotyyppi 
1/2a), joka oli eristetty naudan sikiön aivoista. Nämä molemmat kannat olivat 
osoittautuneet in vitro kykeneviksi adhesoitumaan, invasoitumaan ja solunsisäisesti 
lisääntymään Caco2 -soluissa (Piekkola 2006).   Molemmat kannoista muodostivat 
biofilmiä in vitro TCP (Tissue culture plate) -menetelmällä (julkaisematon tieto). 
Aiemman projektityön tuloksia käytettiin hyväksi koeasetelman suunnittelussa. Lisäksi 
tutkittiin 21 kappaletta kalavalmisteiden tuotantolaitoksesta eristettyjä ympäristö- ja 
elintarvikekantoja, jotka on esitetty taulukossa 3. Näistä kannoista neljä oli osoittautunut 
aiemmissa projektitutkimuksissa BapL -geeni positiivisiksi (Kananen 2010). Pro gradu-
tutkielmassa käytetyt elatusaineet, alustat ja laimennusliuokset valmistettiin ja 
autoklavoitiin valmistajan ohjeiden mukaisesti. Kannat oli säilytetty syväjäässä - 80 
°C:ssa, josta ne herätettiin puhdasviljelmiksi verimaljoille, maljoja inkuboitiin yön yli 37 
°C:ssa (Lunden ym. 2000). Maljalta siirrostettiin pesäke 10 ml Tryptone Soy (TS) -
liemeen (TSB, Lab M Limited, UK) ja inkuboitiin 37 °C :ssa 18 tuntia.  Liemen 
bakteeripitoisuus määritettiin tekemällä laimennossarja ja viljelemällä Tryptone Soy 
Agar (TSA) -alustoille (TSA, Lab M Limited, UK), joita inkuboitiin 37 °C:ssa 18 tuntia. 
Tämän jälkeen maljoilta laskettiin pesäkkeet ja saatiin selville bakteeripitoisuus 
(pmy/ml). Lopullisen bakteerisuspensiopitoisuuden tuli olla noin 105 pmy /ml. 
 
Taulukko 3. Tutkimuksessa käytetyt kala-alan laitoksesta eristetyt L. monocytogenes -
kannat. 
Kanta Alkuperä BapL -geenin esiintyminen (Kananen 2010) 
4087 kala  
4296 ympäristönäyte  
4304 ympäristönäyte  
4307 ympäristönäyte      + 
4312 kala  
4320 ympäristönäyte      + 
4322 ympäristönäyte  
4323 ympäristönäyte       + 
4324 ympäristönäyte  
3822 ympäristönäyte  
29 
 
3823 ympäristönäyte  
3824 ympäristönäyte  
3994 ympäristönäyte  
4030 kala  
4038 kala  
3435 kalatuote siivutettu  
3471 kalatuote pala      + 
3476 kalatuote siivutettu  
3487 kalatuote siivutettu  
3144 kala  
3150 kala  
 
 
Teräslevyt 
 
Tutkimuksessa käytettiin ruostumattomasta teräksestä käsityönä valmistettuja teräslevyjä 
(AISI [18 % Cr, 8 % Ni, 74 % Fe]), joiden pintastruktuuri oli vaihteleva (Kuva 3.). 
Teräslevyille oli kaiverrettu kymmenen noin 1 cm2 kokoista aluetta: pystyriveillä oli 
viisi ruutua (1-5) ja vaakariveillä kaksi (A ja B) ruutua. Ennen tutkimuksen aloittamista 
teräslevyt oli pesty huolellisesti ja autoklavoitu. Kukin kanta ja elatusainepitoisuus 
asetettiin omalle petrimaljalleen, jonka pohjalle asetettiin autoklavoitu teräslevy. Tämän 
jälkeen teräslevyn päälle lisättiin 25 ml TS-liemellä laimennettua bakteerisuspensiota, 
105 pmy / ml. Tutkittavana oli kaksi eri TS-liemipitoisuutta 100 % ja 10 %. L. 
monocytogenes -bakteerien annettiin muodostaa biofilmiä teräslevyille inkuboimalla 
maljoja huoneenlämmössä 24 tuntia.  
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Kuva 3. Steel plate -menetelmässä käytetty teräslevy. 
 
TS -liemipitoisuuden vaikutuksen testaaminen biofilmin muodostukseen 
 
Vuorokauden inkuboinnin jälkeen teräslevyt nostettiin pois 100 % ja 10 % TS-
bakteeriliemimaljoilta näytteenottoa varten. Näytteet otettiin nimikoiduilta teräslevyjen 
ruuduilta päivittäin viiden vuorokauden ajan. Jokainen teräslevy nostettiin vuorollaan 
pois maljalta ja näytteet otettiin 0,1 % peptonisuolavedessä kostutetulla steriilillä 
vanupuikolla. Vanupuikolla raaputettiin huolellisesti ruudun pintaa pysty- ja vaakasuorin 
liikkein. Näytepuikko laitettiin 4,5 ml 0,1 % peptonisuolavesiputkeen, josta tehtiin 
laimennossarjat 9 ml vastaaviin laimennosvesiputkiin. Halutut laimennokset viljeltiin 
TSA-alustoille, joita inkuboitiin 37 °C:ssa noin 24 tuntia. Inkuboinnin jälkeen 
muodostuneet pesäkkeet laskettiin ja saatiin tulos pmy/ml.  
 
 
3.2.2 BapL -geenin esiintymisen tutkiminen PCR -menetelmällä 
Bakteerikannat, niiden elvytys ja DNA:n eristys 
Kontrollikantoina olivat L. monocytogenes ATCC 7644 ja L. monocytogenes EGD 
(Jordan ym. 2008). Tutkittavat kannat on esitetty taulukossa 4. Kannat elvytettiin 
syväjäästä verimaljoille ja niitä inkuboitiin 37 °C:ssa yön yli. Kannoista tehtiin 
liemiviljelmät BHI (Brain heart infusion) -liemeen (BHI, Lab M, UK) ja inkuboitiin 37 
°C:ssa 15 h.  
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DNA eristettiin NucleoSpin® Tissue Protocols (Macherey-Nagel) -ohjeen mukaisesti, 
käyttäen kitin reagensseja. Bakteerisuspensiot sentrifugoitiin (5 min, noin 3700 g), 
minkä jälkeen supernatantti poistettiin niin, että putken pohjalle jää n. 1 ml näytettä. 
Sakka resuspensoitiin ja siirrettiin uuteen mikrosentrifuugiputkeen. Näytteitä 
sentrifugoitiin (5 min, 8000 g), minkä jälkeen poistettiin jälleen supernatantti. Sakkaan 
lisättiin 180 µl lysotsyymiliuosta ja sekoitetaan pipetoimalla. Näyteitä inkuboitiin (37 
°C, 1 h), minkä jälkeen näytteisiin lisättiin 25 µl Proteinaasi K-liuosta ja ne sekoitettiin 
koeputkisekoittajalla. Näytteitä inkuboitiin ravistelijainkubaattorissa (56 °C, 2 h). 
Näytteisiin lisättiin 200 µl B3-puskuria ja niitä sekoitettiin voimakkaasti 
koeputkisekoittajalla, minkä jälkeen inkubonitia jatkettiin (70 °C, 10 min). Näytteet 
sentrifugoitiin (5 min, 11 000 g) ja supernatantti siirrettiin uuteen 
mikrosentrifuugiputkeen. Näytteisiin lisättiin 210 µl kylmää etanolia (96–100 %) ja ne 
sekoitettiin voimakkaasti koeputkisekoittajalla. Näytteet siirrettiin kolonneihin ja 
sentrifugoitiin (1 min, 11 000 g), minkä jälkeen niihin lisättiin 500 µl BW-puskuria ja ne 
sentrifugoitiin uudelleen (1 min, 11 000 g). Näytteisiin lisättiin 600 µl B5-puskuria ja 
sentrifugoitiin (1 min, 11 000 g). Kolonnit kuivattiin sentrifugoimalla (1 min, 11 000 g) 
ja siirrettiin uuteen mikrosentrifuugiputkeen. Kolonneihin lisättiin 100 µl BE-puskuria 
(70 °C) ja niiden annettiin seistä huoneenlämmössä n. 1 minuutin ajan. Putket 
sentrifugoitiin (1 min, 11 000 g).  
 Eristetyn DNA:n puhtaus ja pitoisuus (ng/µl) määritettiin Nanodrop (Thermo Scientific) 
-laitteella. DNA laimennettiin nukleaasivapaaseen veteen, jotta loppupitoisuudeksi 
saatiin 50 ng/µl PCR-analyysiä varten. 
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Taulukko 4. Tutkimuksessa käytetyt L. monocytogenes -kannat. 
 
L. monocytogenes -kannat 
 
Alkuperä 
 
Serotyyppi 
 
L. monocytogenes kontrollikannat 
 
ATCC 7644 
EGD                                           Jordan ym. 2008 
 
Kliiniset L. monocytogenes eläinkannat 
 
EELA Oulu ba 1283/2 lampaan aivot 4b 
EELA Oulu ba 326/1 jänis 1/2a 
EELA Oulu ba 2392/4 naudan sikiön aivot 1/2a 
 
Kliiniset L. monocytogenes potilaskannat 
 
EELA Hki L2254 pleuraneste ei tyypitetty 
EELA Hki L2257 pleuraneste ei tyypitetty 
KTL IHD 42773  voi-epidemia 3a 
KTL IHD 42526 kylmäsavustettu kirjolohi 1/2a 
KTL IHD 42811 ihoinfektio 1/2a 
KTL IHD 42489  eristetty nenäontelosta 1/2a 
HY/ELTDK LMU 10 kylmäsavustettu kirjolohi 
(sama alkuperä kuin   
KTL IHD 42526) 
1/2a 
 
 
Elintarvikekannat 
 
EELA Hki L627 voi 3a 
EELA Hki L211 kylmäsavustettu kirjolohi 1/2a 
EELA Hki L560 juusto 4a 
EELA Hki L2490 kylmäsavustettu kala 1/2a 
EELA Hki L2492 raakamarinoitu siika 1/2a 
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Tuotantoympäristökannat (kalatuotanto) Katzav 2003 
 
KUY/REB 4 vesi 1/2a 
KUY/REB 5 sedimentti 1/2a 
KUY/REB 6 vesi 1/2a 
KUY/REB 8 vesi 1/2a 
KUY/REB 9 sedimentti 1/2a 
KUY/REB 10 vesi 1/2a 
KUY/REB 11 sedimentti 1/2a 
KUY/REB 12 vesi 1/2a 
KUY/REB 13 sedimentti 1/2a 
 
PCR (polymeraasiketjureaktio) 
PCR -tunnistusta varten valmistettiin reaktioseos (1x reaktioseos V=25 µl): 
12,75 µl H2O (Nuclease-free water) 
5 µl 5 x puskuri (5 x Green Go Taq® Flexi Buffer, Promega)  
1,5 µl MgCl2 (25 mM Mg Cl2, Promega) 
1 µl dNTP (10 mM dNTP Mix Finnzymes) 
1 µl aluke sj007 tai sj009 (10 µM Oligomer) 
1 µl aluke sj008 tai sj010 (10 µM Oligomer) 
0,25 µl Taq polymeraasi (5 U/µl Go Taq® DNA polymerase, Promega) 
2,5 µl templaatti-DNA 
 
PCR -putkiin lisättiin 22,5 µl huolellisesti sekoitettua reaktioseosta ja 2,5 µl 
templaatti-DNA:ta (50 ng/µl). Putket suljettiin ja sentrifugoitiin nopeasti (Galaxy 
MiniStar). PCR suoritettiin T3 Thermocycler, Biometra-laitteella. Taulukossa 5. on 
esitetty käytetyt alukkeet (Jordan ym. 2008) sekä niille optimoidut 
sitoutumislämpötilat.  
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Taulukko 5. Käytetyt alukkeet, niiden sekvenssit, monistustuotteet ja 
sitoutumislämpötilat. 
Aluke Sekvenssi (5´-3´) Monistustuote 
koko (bp) 
Sitoutumis- 
lämpötila 
sj007 TAGGTACCTGGTACTTCTGGCA
AG 
919 59 
sj008 ATGAAGCTCACCTGCTACGTCC
TCC 
919 59 
sj009 TGCTCCAGCGAAAATCAA 343 50 
sj010 TGCTTCCCAGTAATACAACG 343 50 
 
Käytetyt PCR -ohjelmat: 
PCR-ohjelma (alukkeille sj007+sj008): 
5 min 95 °C  (alkudenaturaatio) 
1 min 95 °C  (denaturaatio) 
1 min 59 °C  (sitoutuminen) 
1 min 72 °C  (pidennys) 
5 min 72 °C  (loppupidennys) 
4 °C  (säilytys) 
 
PCR-ohjelma (alukkeille sj009+sj010): 
5 min 95 °C  (alkudenaturaatio) 
1 min 95 °C  (denaturaatio) 
1 min 50 °C  (sitoutuminen) 
1 min 72 °C  (pidennys) 
5 min 72 °C  (loppupidennys)  
4 °C  (säilytys) 
x 35 
x 35 
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Agaroosigeelielektroforeesi: 
PCR:n monistustuotteet analysoitiin agaroosigeelielektroforeesilla ja kuvaamalla geeli 
UV-valolla. Valmistettiin 1 % agaroosigeeli (1 x TAE), johon lisättiin väriaineeksi 
SybR safe DNA gel stain (Invitrogen molegular Probes). Molekyylipainomarkkerina 
käytettiin GeneRuler 100 bp DNA ladder plus (Fermantas). Molekyylipainomarkkeri 
(6 µl/kaivo), näytteet ja kontrollit (12 µl/kaivo) pipetoitiin geelille. Ajo-olosuhteina 
käytettiin 100 V/ 300 mA 45 min (PS 304 Electrophoresis, Life Technologies). Geeli 
kuvattiin UV -valolla, jolloin pystyttiin havaitsemaan monistuneet vyöhykkeet 919 bp 
ja 323 bp.  
 
3.2.3Vibrio harveyi -testi quorum sensing -ilmiön havainnollistamiseksi 
 
Vibrio harveyi -testillä havainnollistettiin tutkimukseen valittujen L. monocytogenes -
kantojen quorum sensing -ilmiötä. Tutkittavana oli L. monocytogenes -kantoja, joilla 
on aiemmissa tutkimuksissa havaittu hyvä tai vastakkaisesti heikko biofilmin 
muodostuskyky teräslevyjen pinnoille (Steel plate -menetelmällä). Lisäksi tutkittiin ne 
L. monocytogenes -kannat, jotka oli todettu bapL-positiivisiksi aiemmissa 
tutkimuksissa (Kananen 2010). Kaikki tutkittavat kannat on esitetty taulukossa 6. V. 
harveyi -testi suoritettiin Vilchez ym. tutkimusryhmän (2007) julkaisemaa artikkelia 
noudattaen. Lisäksi testissä hyödynnettiin tutkija Marco Massalta saatuja neuvoja 
(suullinen tiedonanto 2011).   
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Taulukko 6. V. harveyi -testiin valitut L. monocytogenes -kannat. 
 
L. monocytogenes -kannat 
 
 
Alkuperä 
 
Hyviä biofilmin muodostajakantoja (todettu Steel plate -menetelmällä) 
 
L. monocytogenes EELA Hki L211 elintarvikekanta (kylmäsavustettu kirjolohi) 
L. monocytogenes 3435 kalatuote 
L. monocytogenes 3823 ympäristönäyte (kala) 
L. monocytogenes 4320  ympäristönäyte (kala) 
 
BapL-positiiviset kannat (todettu PCR -menetelmällä) 
 
L. monocytogenes EELA Hki L627 voi 
L. monocytognes EELA Oulu ba 326/1 eläinkanta (lampaan aivot) 
L. monocytogenes 3471 kalatuote  
L. monocytogenes 4307 ympäristönäyte (kala) 
L. monocytogenes 4323 ympäristönäyte (kala) 
L. monocytogenes 4320 ympäristönäyte (kala) 
 
Heikkoja biofilmin muodostajakantoja (todettu Steel plate -menetelmällä) 
 
L. monocytogenes 3824 ympäristönäyte (kala) 
L. monocytogenes 4030 kalatuote  
L. monocytogenes 4087 kalatuote  
L. monocytogenes 4296 ympäristönäyte (kala) 
L. monocytogenes 4322 ympäristönäyte (kala) 
 
Tutkittavien L. monocytogenes -kantojen valmistus 
Kannat elvytettiin syväjäästä veriagar-alustoille ja inkuboitiin 37 °C:ssa yön yli. 
Tämän jälkeen tehtiin liemiviljelmät 10 ml TS-liemeen ja jatkettiin inkubointia 15 h 
37 °C:ssa. Liemiviljelmistä otettiin 1,5 ml näytteet, jotka sentrifugoitiin noin 12400 g 
(Jouan BR4) 5 min huoneenlämmössä, minkä jälkeen voitiin erottaa supernatantti. 
Supernatantti steriilisuodatettiin 0,2 µl filtterillä (PaLL® Acrodisc® PF 32mm 
Syringe Filter with 0,8/0,2 µm supor® Membrane). Steriilisuodatettu supernatantti 
säilytettiin pakastettuna -20 °C:ssa. 
V. harveyi -kannan kasvatus ja valmistus 
V. harveyi  -kanta (saatu tutkija Marco Massalta) elvytettiin syväjäästä TSA + 2 % 
NaCl (Fisher Chemicals UK) -alustalle. Kantaa inkuboitiin 30 °C:ssa yön yli. 
Tuoreesta kannasta valmistettiin 5 ml liemiviljelmä TS + 2 % NaCl -liemeen, jota 
kasvatettiin 30 °C:ssa 150-200 rpm yön yli.  
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Elatusaineiden valmistus 
Valmistettiin 1 litra ns. pohjamediumia. Pohjamedium sisälsi 0,3 M NaCl ja 0,05 M 
MgSO4 (J.T. Baker). pH (Schott pH -meter) säädettiin KOH-liuoksella 7,5 ja medium 
steriloitiin autoklavoimalla 121 °C 20 min. Kun medium oli jäähtynyt 48 °C:ksi siihen 
lisättiin 10 ml 1 M kaliumfosfaattia (pH 7) (K2HPO4 J.T. Baker) (KH2PO4 Riedel de 
Haen), 10 ml 0,1 M L-arginiinia (Sigma), 20 ml 50 % glyserolia (Merck) sekä 10 ml 
10 % casaminohappoa (Difco). Nämä liuokset oli valmistettu ennakkoon ja steriloitu 
joko autoklavoimalla tai suodattamalla. Tuloksena syntyi ns. AB (autoinducer 
bioassay) -medium.  
Koska rautalisä tehostaa bioluminesenssiä (Vilchez ym. 2007), valmistettiin myös AB 
-medium rautalisällä (1,2 mM (1,4 M FeCl3)) (Sigma-Aldrich). 
Kiinteät AB medium -alustat valmistettiin lisäämällä perusmediumiin 3 % 
bakteriologista agaria (Oxoid), jonka jälkeen agar steriloitiin autoklavoimalla. 
Jäähtyneeseen agariin (3 % AB) tehtiin samat lisäykset kuin AB -mediumiin, jonka 
jälkeen agar valettiin maljoiksi. 
 
Kantojen bioluminesenssin tutkiminen 
Ensimmäisenä valmistettiin V. harveyi -viljelmä siirrostamalla 100 µl V.harveyi -
kantaviljelmää 3 % AB medium -alustalle. Maljoja siirrostettiin 2 kpl ja niitä 
inkuboitiin 15 h 30 °C. Inkuboinnin jälkeen maljat pestiin 15 ml AB -mediumia ja 
bakteerisuspensio laimennettiin 20 ml AB+Fe -mediumilla. Tällöin saavutettiin 
optiseksi tiheydeksi 0,7 (600 nm) (Genesys 10 uv, Thermo). Laimennettu 
bakteerisuspensio kaadettiin 100 ml erlenmeyeriin ja inkuboitiin 30 °C:ssa ravistellen 
(150 rpm 90 min). Tällöin saavutettiin optiseksi tiheydeksi noin 1,1. 
Bakteerisuspensio laimennettiin 1:5000 (5 µl / 25 ml) AB -mediumiin. Tutkittavaa 
liuosta (L. monocytogenes supernatantti) pipetoitiin 96 kuoppalevylle (Nunc), 20 µl 
jokaiseen kuoppaan, ja lisäksi 180 µl edellä valmistettua bakteerisuspensiota. 
Jokaisesta tutkittavasta kannasta tehtiin kuusi rinnakkaista. Kuoppalevyä inkuboitiin 
30 °C 650 rpm (Heidolph) ja luminesenssi tarkistettiin tunnin välein 6 h ajan Victor 
1420 Multilabel counter-analysaattorilla (PerkinElmer Wallac). 
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3.3 Tulokset ja niiden tarkastelu 
 
Biofilmin muodostuskyvyn tutkiminen Steel plate -menetelmällä 
Menetelmällä tutkittiin L. monocytogenes -bakteerikantojen kykyä muodostaa 
biofilmiä ruostumattomille teräslevypinnoille kahdessa eri elatusainepitoisuudessa. 
Näytteet otettiin 24 h välein viiden vuorokauden ajan. Tulokset ilmoitettiin yksikössä 
pmy/ml.  
10 % Tryptone soy broth -viljelmä 
10 % TSB-maljoilta saadut tulokset jäivät systemaattisesti alhaisiksi. Suurin osa 
tuloksista oli alle 20 x 106 pmy/ml viiden vuorokauden ajan. Kolmella kannalla (3487, 
L211, 3476) havaittiin suurempaa vaihtelua, joka näkyi toisena näytteenottopäivänä 
tavallista korkeampana pesäkemääränä. Pesäkemäärät maljoilla kuitenkin palasivat 
takaisin alhaisemmalle normaalitasolle heti kolmantena näytteenottopäivänä. Kannat 
3435 ja 3824 poikkesivat huomattavasti muista kannoista. Niiden kasvu nousi 
neljännen ja viidennen vuorokauden aikana niin, että korkeimmillaan tulokset ylsivät 
jopa 80 - 130 x 106 pmy/ml.  
100 % Tryptone soy broth -viljelmä 
Laimentamattomalla TSB-pitoisuudella (100 %) pesäkemäärien kasvu lähti nousuun 
heti ensimmäisen näytteenottopäivän jälkeen. Pesäkemäärissä esiintyi päivien välistä 
vaihtelua. Suurin osa kannoista kasvoi kaikkien viiden vuorokauden aikana 
korkeintaan tasolle 80 x 106 pmy/ml. Tutkittujen kantojen joukossa esiintyi viisi 
kantaa (3435, 4323, 3823, 3822, 3150), joiden pesäkemäärät nousivat 80-140 x 106   
pmy/ml. Jälleen esiintyi muutama kanta (3435, 3476, 4323), jotka saavuttivat 
yksittäisen päivän kohdalla tavanomaista korkeamman pesäkemäärän, mutta 
myöhempien päivien pesäkemäärät olivat yhtenäiset muiden näytteenottopäivien 
kanssa.  
Tuloksia tarkastellessa on otettava huomioon päivittäin saavutetuissa tuloksissa 
esiintynyt vaihtelu. On mahdollista, että jo näytteenottotekniikassa esiintyi pientä 
vaihtelua. Tätä oli kuitenkin minimoitu siten, että näyteenottaja pysyi koko testin ajan 
samana. Toinen mahdollinen vaihtelunlähde oli teräslevyjen pinnan epätasaisuus, 
minkä vaikutusta L. monocytogenes -bakteerien biofilmin muodostukseen on tutkittu 
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(Rodriguez ym. 2008). Teräslevyruudukot oli valmistettu käsityönä. Tästä syystä eri 
kantojen ja elatusainepitoisuuksien välillä saattoi esiintyä eroavaisuuksia myös 
teräslevyjen pintastruktuurin osalta. Eri testikertojen tuloksia vertailtaessa keskenään 
tuli ottaa huomioon, että teräslevyjen päälle laitettujen bakteerisuspensioiden 
solupitoisuus saattoi hieman vaihdella, koska bakteerisuspension konsentraatio 
varmistettiin jälkikäteen viljelemällä.  
Tämän Steel plate -biofilmin muodostuskykytestin perusteella valittiin hyviä ja 
heikkoja biofilmin muodostajakantoja jatkotutkimukseen V. harveyi -testillä. Hyviä 
biofilmin muodostajia, jotka valittiin testattavaksi, olivat L. monocytogenes EELA Hki 
L211 sekä kannat 3435, 3823 ja 4320. Näistä kannoista 4320 oli aiemmissa 
tutkimuksissa osoittautunut myös BapL -geeni positiiviseksi (Kananen, julkaisematon 
tieto). Lisäksi valittiin viisi L. monocytogenes -kantaa, jotka puolestaan osoittautuivat 
heikoiksi biofilmin muodostajiksi Steel plate -testillä. Nämä kannat olivat 3824, 4030, 
4087, 4296 sekä 4322. 
 
BapL -geenin esiintymisen tutkiminen PCR -menetelmällä 
Bap -geenin esiintyvyyttä tutkittiin PCR -menetelmällä. Tutkittujen L. monocytogenes 
-bakteerikantojen (Taulukko 4.) PCR-tuotteiden profiilit nähtiin UV-valolla kuvatussa 
geelikuvissa. Kuvissa 4a. ja 4b. on näkyvissä alukeparilla sj007-sj008 monistettujen 
PCR tuotteiden profiilit. Kuvien tarkkuus on valitettavan huono, johtuen 
kuvauslaitteesta ja kuvien käsittelyohjelman yhteensopimattomuudesta ja heikosta 
laadusta. Kuvauslaitteella geeliä katsottaessa pystyttiin näkemään kuitenkin vahvahko 
vyöhykeprofiili kaivossa 9. 919 ep:n kohdalla. Tämä oli ainut vyöhykeprofiili, joka 
syntyi alukeparilla sj007-sj008 tutkituista L. monocytogenes -bakteerikannoista. 
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Kuva 4a. BapL PCR -kuva alukeparilla sj007-sj008. Kaivoissa 1. ja 20. 
molekyylipainomarkkerit. Kaivoissa 2. ja 3. positiivikontrollit sekä kaivossa 4. 
nollanäyte. Kaivoissa 5. – 19. tutkittavat näytteet. 
 
  
  
Kuva 4b. BapL PCR -kuva alukeparilla sj007-sj008. Kaivoissa 1. ja 13. 
molekyylipainomarkkerit. Kaivoissa 2. ja 3. positiivikontrollit. Kaivoissa 4. – 12. 
tutkittavat näytteet. 
 
Kuvissa 5a ja 5b. on näkyvissä alukeparilla sj009-sj010 monistettujen PCR-tuotteiden 
profiilit. Kuten edellä myös näiden kuvien tarkkuus on valitettavan huono, johtuen 
samoista syistä. Kuvauslaitteella geeliä katsottaessa pystyttiin näkemään kuitenkin 
vahva vyöhykeprofiili kaivossa 9. 343 ep:n kohdalla sekä heikko vyöhyke kaivossa 7. 
Alukeparilla sj009-sj010 esiintyi siis monistumista kahden näytteen kohdalla. 
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Kuva 5a. BapL PCR -kuva alukeparilla sj009-sj010. Kaivoissa 1. ja 20. 
molekyylipainomarkkerit. Kaivoissa 2. ja 3. positiivikontrollit sekä kaivossa 4. 
nollanäyte. Kaivoissa 5. – 19. tutkittavat näytteet. 
 
  
Kuva 5b. BapL PCR -kuva alukeparilla sj009-sj010. Kaivoissa 1. ja 13. 
molekyylipainomarkkerit. Kaivoissa 2. ja 3. positiivikontrollit. Kaivoissa 4. – 12. 
tutkittavat näytteet. 
 
Voidaan todeta, että tutkituista näytteistä vain yksi osoittautui varmasti positiiviseksi 
BapL -geenin osalta. Kyseinen näyte oli kuvien 4a ja 5a kaivossa 9. Kyseinen näyte 
oli elintarvikeperäinen L. monocytogenes EELA Hki L627, joka on eristetty voista. 
Kuvassa 5a. nähtiin kaivossa 7. myös heikko vyöhyke, mutta alukeparilla sj007-sj008 
ei vastaavaa vyöhykettä nähty. Tästä syystä ei voida aukottomasti todistaa, että myös 
jäniksestä eristetty kliininen eläinkanta L. monocytogenes EELA Oulu ba 326/1 olisi 
BapL -geeni positiivinen. Molemmat näytteet sekä L. monocytogenes EELA Hki L627 
että L. monocytogenes EELA Oulu ba 326/1 haluttiin kuitenkin ottaa 
jatkotutkimuksiin bioluminesenssiä tutkivaan V. harveyi -testiin. 
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3.2.3Vibrio harveyi -testi quorum sensing -ilmiön havainnollistamiseksi 
 
Vibrio harveyi -testi ei lukuisista tutkimusprotokollan muutoksista huolimatta 
onnistunut, eikä tämän pro gradu -tutkielman puitteissa voitu ainakaan näillä tiedoilla 
osoittaa L. monocytogenes -kantojen välistä eroa solujen välisessä kommunikoinnissa 
(quorum sensing). Vilchez ym. (2007) julkaisemassa artikkelissa havaittiin olevan 
virheitä työssä keskeisessä roolissa olevan AB-mediumin ja -alustojen koostumuksessa. 
Nämä lisäaineiden pitoisuuksiin liittyvät virheet korjattiin Vibrio harveyi -tutkimuksen 
uranuurtajan Greenberg ym. (1979) julkaiseman artikkelin mukaisiksi. Greenbergin 
tutkimusryhmä on kehittänyt alkuperäisen AB-mediumin. AB-mediumin ja -alustojen 
valmistusohjeen muutoksesta huolimatta V. harveyi -kanta ei kuitenkaan kasvanut AB-
alustoilla. Tästä syystä kokeiltiin valmistaa erilaisia sovelluksia alustasta. Vilchez ym. 
(2007) julkaisun ja Marco Massalta saatujen ohjeiden mukaan AB -alustat valmistettiin 
AB-mediumista (Vilchez ym. 2007; Greenberg ym. 1979), johon lisättiin 2 % 
bakteriologista agaria, joka osoittautui kuitenkin toimimattomaksi. V. harveyi -kannan 
kasvua kokeiltiin muun muassa TSA-alustalla, joka oli valmistettu AB-mediumiin. 
Näillä alustoilla V. harveyi -kanta kasvoi 30 °C:ssa 15 h inkuboinnissa. Kirjallisuudesta 
ei löydetty viitteitä edellä kuvatunlaisten TSA-AB -alustojen käytöstä V. harveyi -
testeissä, mutta tässä pro gradu -tutkielmassa haluttiin kokeilla kyseisten alustojen 
soveltuvuuteen tilanteessa, jossa perinteinen AB-alusta osoittautui toimimattomaksi. 
Vaikka V. harveyi -kanta kasvoi TSA-AB-alustoilla, jatkossa ei saavutettu odotettua V. 
harveyi -bakteerien kasvua alustalla. Niinpä luminesenssimittaustulokset jäivät erittäin 
vaatimattomiksi, eikä kantojen välistä eroa voitu osoittaa 6 h aikana tehdyistä 
mittauksista. Haluttiin vielä pois sulkea mahdollisuus, että käytetty V. harveyi -kanta 
olisi vanhentunut tai kontaminoitunut ja tästä syystä kasvua AB-mediumissa ja -
alustoilla ei olisi. Tämän vuoksi tilattiin uusi kanta LGC Standardsin ATCC -
kokoelmasta. Uudella V. harveyi BB170 (ATCC BAA-1117) -kannalla toistettiin 
tutkimusprotokolla, mutta edelleen ongelmana oli se, ettei kanta kasvanut AB-alustoilla 
halutulla tavalla ja näin ollen luminesenssiä ei voitu havaita L. monocytogenes -kantojen 
mittauksissa.  
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4 Päätelmät 
 
Bakteerien muodostamien biofilmien merkitys elintarvikeprosessien kontaminaation 
lähteenä on ilmeinen. Biofilmien syntymekanismia ja biofilmin muodostukseen 
keskeisesti liittyviä osatekijöitä pyritään jatkuvasti selvittämään. Tämän tutkielman 
tarkoituksena oli havainnollistaa niukan ja rikkaan elatusainepitoisuuden vaikutusta L. 
monocytogenes -bakteerien kiinnittymiseen pintamateriaaleille. Tutkielmassa 
kartoitettiin BapL -geenin esiintymistä tutkittavissa L. monocytogenes -kannoissa sekä 
havainnollistettiin bakteerien välistä kommunikaatiota V. harveyi -testillä. 
 
Steel plate -menetelmällä saatujen tulosten valossa voidaan todeta, että L. 
monocytogenes -bakteerien kiinnittyminen ja lisääntyminen teräslevyissä paranee 
rikkaassa kasvumediumissa, kuten 100 % TS-liemessä. Laimennetussa TS-
liemipitoisuudessa saavutettiin ennakko-oletuksen mukaisesti hieman alhaisemmat 
solupitoisuudet. Niinpä voidaan todeta, että L. monocytogenes -bakteerit viihtyvät 
ravinteeltaan rikkaissa ympäristöissä ja muodostavat sinne kasvun ja lisääntymisen 
kannalta edullisissa olosuhteissa helposti biofilmiä aivan kuten lukuisat tutkimukset ovat 
osoittaneet. Samalla täytyy kuitenkin todeta, että myös matalammalla 
elatusainepitoisuudella saavutettiin hyviä bakteerien kasvutuloksia. 
 
Tätä koeasetelmaa voidaan pitää bakteerien kiinnittymisen, lisääntymisen ja biofilmin 
muodostuksen suhteen vain suuntaa antavana, koska menetelmän luotettavuuteen 
vaikuttavat lukuisat tekijät, joiden pientä vaihtelua ei ole mahdollista täysin eliminoida. 
Vaihtelua tuloksiin voi aiheuttaa L. monocytogenes -bakteerien epäsäännöllinen kasvu 
nesteviljelmässä, josta valmistetaan laimennos, jonka tavoitepitoisuus on 105 pmy/ml. 
Tässä tutkielmassa kuitenkin saavutettiin tavoitepitoisuus, kuten laimennossarjan kautta 
viljelemällä voitiin osoittaa. Tulosten luotettavuuteen vaikuttavat myös 
näytteenottotekniikka ja teräslevypintojen pintastruktuurin samankaltaisuus. Tässä 
tutkimuksessa näytteenottotekniikasta johtuva tulosten vaihtelu minimoitiin sillä, että 
kaikki työvaiheet suoritti sama työntekijä. Teräslevyjen pintojen rosoisuus ja siitä 
johtuvat vaikutukset tuloksiin jäivät kuitenkin tekijäksi, jota ei voitu kokonaan 
eliminoida. Steel plate -menetelmä osoittautui varsin aikaa vieväksi ja lisäksi bakteerien 
kasvua seurattiin viiden vuorokauden ajan, jolloin tulokset valmistuvat viiveellä. 
Toisaalta menetelmä on helppo suorittaa ja varsin edullinen. Niinpä sitä voi suositella 
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muunneltavaksi erilaisissa tutkimuksissa, joissa halutaan nähdä bakteerien 
kiinnittymisen, lisääntymisen ja biofilmin muodostuksen alustavaa suuntausta. Lisäksi 
menetelmää voidaan hyvin soveltaa erilaisten inhibitoristen tekijöiden tutkimiseen 
esimerkkinä pinosylviinin vaikutus bakteerien biofilmin muodostukseen (Kuokkanen 
2010).  
 
Tutkielmassa käytetty BapL-PCR-ohjelma saatiin lukuisten yritysten jälkeen optimoitua 
onnistuneesti. Optimoinnissa saaduilla uusilla PCR-parametreilla saadaan luotettavia 
tuloksia L. monocytogenes -bakteereilla mahdollisesti esiintyvän BapL -geenin 
esiintymisestä. BapL-PCR -menetelmä vaatii lukuisia työvaiheita, joita ovat tutkittavien 
bakteerien kasvatus, DNA:n eristys, PCR-vaiheet sekä agaroosigeelielektroforeesi ja 
tulosten lukeminen geeliltä UV-laitteella. Menetelmän käyttö vaatii perehtymistä PCR-
tekniikkaan, mutta on molekyylibiologian ja geenitekniikan perusteisiin perehtymisen 
jälkeen varsin helppokäyttöinen ja toimiva tutkimustyökalu.  
 
L. monocytogenes -bakteerien biofilmin muodostus ei ole niin voimakkaasti Bap -geenin 
esiintymiseen kytketty kuin useilla muilla bakteereilla (Jordan ym. 2008). Myös tämän 
tutkielman tulokset osoittivat samaa suuntausta. Voidaan todeta, että BapL-positiivisia L. 
monocytogenes -kantoja löytyi ennakko-oletusta vähemmän tutkittujen kantojen 
joukosta. Tulee kuitenkin ottaa huomioon, että tutkittavat kannat olivat taustaltaan varsin 
heterogeeninen ryhmä kliinisiä ihmis- ja eläinkantoja sekä elintarvike- ja 
tuotantoympäristökantoja. Toisaalta samansuuntaisia tuloksia BapL -geenin 
esiintyvyydestä oli saavutettu Ravitsemus- ja elintarvikebiotekniikan laboratorion 
aiemmissa projektityötutkimuksissa (Kananen 2010) tutkittaessa kalatuotteiden 
jalostuslaitoksesta ja sen tuotteista eristettyjä L. monocytogenes -kantoja. BapL -geeniä 
on havaittu esiintyvän myös pastöroimattomasta maidosta eristetyissä L. monocytogenes 
-kannoissa (Lonka 2012). Pastöroimattomasta maidosta eristetyillä 26 tutkitulla L. 
monocytogenes -kannalla kymmenellä esiintyi BapL -geeni, joka on suhteellisen paljon 
verraten tämän tutkielman tuloksiin. Tulee kuitenkin muistaa, että kaikkien edellä 
mainittujen kolmen tutkielman kokonaisnäytemäärä on varsin suppea kokonaiskuvan 
saavuttamiseksi. 
 
Tiedetään myös, että L. monocytogenes -bakteerit voivat olla hyviä biofilmin 
muodostajia, vaikkei niillä esiinny perimässään lainkaan BapL -geeniä. Niinpä lähtisin 
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tekemään jatkotutkimuksia, löytyisikö tutkituilta L. monocytogenes -kannoilta muita 
geenejä, joilla on aiemmissa tutkimuksissa havaittu olevan yhteyttä biofilmin 
muodostukseen. Erityinen kiinnostus, eteenkin tämän tutkimuksen kannalta, kohdistuisi 
LuxS -geenin esiintyvyyteen, sillä olisi merkitystä myös L. monocytogenes -bakteerien 
välisessä kommunikaatiossa. Kokonaisuutena voisin arvioida tutkimusten BapL -geenin 
esiintyvyyden ja biofilmin muodostuskyvyn välisen suhteen selvittämisestä vain suuntaa 
antavaksi L. monocytogenes -bakteereilla. Biofilmin muodostukseen liittyvissä 
tutkimuksissa kyseisen geenin esiintyvyys on vain pieni yksittäinen tekijä lukuisten 
osatekijöiden joukossa.  
 
Vibrio harveyi -testin oli tarkoitus nivoa yhteen tutkielman osakokonaisuudet L. 
monocytogenes -bakteerien biofilmitutkimuksen osalta. V. harveyi -testillä olisi voitu 
osoittaa, onko ns. hyvillä ja heikoilla biofilmin muodostaja L. monocytogenes -kannoilla 
eroa bakteerien välisessä kommunikoinnissa. Tällöin Steel plate -menetelmän ja V. 
harveyi -testin tulokset olisi saatu vertailuun. Lisäksi olisi voitu osoittaa, onko 
nähtävissä yhteyttä PCR -menetelmällä BapL -geeni positiivisiksi osoittautuneilla 
bakteereilla ja bakteerien välisellä kommunikaatiolla yhteyttä. Valitettavasti täytyy 
todeta, ettei V. harveyi -testi onnistunut lukuisista testiprotokollan muutoksista 
huolimatta, vaan menetelmävalidointi jäi tämän tutkimuksen puitteissa kesken. 
Ongelmalliseksi osoittautui V. harveyi -kannan kasvatus AB-alustoilla ja -mediumissa, 
minkä seurauksena L. monocytogenes -bakteerien kommunikoinnista aiheutuvaa 
luminesenssiä ei ollut mahdollista havaita luminesenssidetektorilla.  
 
V. harveyi -testiprotokollan jatkotutkimuksissa tulisi seuraavaksi käydä läpi kaikkien 
testissä tarvittavien mediumien ja alustojen valmistusreseptin oikeellisuus. Tutkielmassa 
pois suljettiin V. harveyi -kannan kontaminoitumisesta tai viljelmän vanhuudesta johtuva 
toimimattomuus tilaamalla kansainvälisestä kantakokoelmasta uusi V. harveyi -kanta, 
joten menetelmävalidointia olisi jatkettava kasvatusalustojen tutkimuksella. 
Kirjallisuudessa esiintyy erilaisia versioita V. harveyi -testistä ja lopulta havaittiin, 
etteivät muut tutkimusryhmät olleet käyttäneet juuri samanlaista tutkimusprotokollaa 
kuin Vilchez  (2007) tutkimusryhmineen. Kaikkien V. harveyi -testiprotokollien taustalla 
kuitenkin oli yksi alkuperäisjulkaisu (Greenberg ym. 1979) siitä johdettuine lukuisine 
menetelmävariaatioineen. Tutkielmaan kokeellista osuutta suorittaessa epäiltiin  
alustojen autoklavoinnin aikaisen pH:n alenemisen vaikuttavan bakteerien kasvuun. pH 
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jäi systemaattisesti hieman happaman puolelle autoklavoinnin jälkeen tavoitteen ollessa 
7. Alustojen pH:ta yritettiin mahdollisuuksien mukaan säätää vielä autoklavoinnin 
jälkeenkin, mutta tämä ei vaikuttanut tuloksiin. Jatkotutkimuksissa voisi kiinnittää 
tarkempaa huomioita pH:n säätöön. Lisäksi voisi selvittää eri lisäainekomponenttien 
tarpeellisuutta testin kannalta. V. harveyi -testin epäonnistumisen syynä ei 
todennäköisesti ole luminesenssidetektorin käyttövirhe, koska laite oli säädetty 
kyseiselle testille sopivaksi kokeneen ravitsemus- ja elintarvikebiotekniikan yksikön 
asiantuntijan kanssa yhteistyönä. Lisäksi ei ollut viitteitä laiteviasta tai laitteen huoltojen 
puutteellisuudesta aiheutuvasta toimintahäiriöstä. Myöskin kaikki menetelmään liittyvät 
bakteerikasvatukset tehtiin olosuhteissa, jotka oltiin lukuisilla julkaisuissa osoitettu 
menetelmän kannalta suotuisiksi.  
 
Tutkielman tulosten perusteella voidaan todeta, että Steel plate -menetelmän käyttö 
bakteerien kiinnittymisen, lisääntymisen ja abioottiselle pinnalle biofilmin 
muodostuksen tutkimien suhteen suuntaa antavana menetelmänä, jonka etuna ovat 
helpot ja edulliset suoritusvaiheet. Erityisen soveltuvaksi Steel plate -menetelmää 
voidaan pitää erilaisten inhibitoristen yhdisteiden tutkimuksessa. BapL -geenin 
tutkiminen PCR -menetelmällä on niin ikään oikein hyvin soveltuva menetelmä 
molekyylibiologiseen ja geenitekniseen tutkimukseen. Tämän tutkielman puitteissa ei V. 
harveyi -testiä saatu optimoiduksi ja todettiin, että mikäli laboratorio haluaisi V. harveyi 
-testistä toimivan, olisi hyödyllistä hankkia lisää koulutusta menetelmään 
käyttöönottovaiheessa. 
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